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1. PANORAMA PASADO Y ACTUAL DE LA CONTAMINACION MUNDIAL

La industrializacion global tan veloz (en su gran mayoria sin una adecuada
planificacion) que vivimos en estos dias, supone la liberacion de gran cantidad de
contaminantes a la biosfera, que amenazan la salud humana y el medio ambiente. El
peligro potencial de la contaminacion ha sido reconocido desde hace afios por muchos
organismos (OPS, Organizacion Panamericana de la Salud, 1990) y en la actualidad
sigue siendo causa de preocupacion por muchos gobiernos y organismos internacionales
que ya han puesto en marcha planes para paliar los efectos que se producen en el medio
ambiente, como la Comision de la ONU para el Desarrollo Sostenible
http://www.un.org/spanish/esa/sustdev/csd.ntm. El uso de materiales que contienen
contaminantes medioambientales aumenta de forma alarmante produciendo efectos
nocivos en el medio ambiente e incluso en algunos casos llegando a romper ciclos
biogeoquimicos naturales (Friedl y Wiest, 2002). El almacenamiento no adecuado de
desechos de origen industrial ha generado problemas de contaminacién ambiental,
debido a que estos residuos se dispersan en el ambiente o se acumulan en sedimentos y
agua (Giusti, 2009).

La naturaleza de los contaminantes ambientales puede ser muy variada. Debido a ésto,
la EPA (“Environmental Protection Agency”, Estados Unidos) publica una lista de los
principales compuestos toxicos en los que se pueden encontrar hasta unas 6.000
sustancias nocivas para el ser humano y para el medio ambiente. Estas sustancias son

los llamados compuestos PBT (“Persistent Bioaccumulative and Toxic Pollutants™).

Entre los contaminantes mas abundantes en el medio y que son mas perjudiciales para
los sistemas biologicos se pueden encontrar desde metales pesados hasta sustancias
orgdnicas como plaguicidas, hidrocarburos tanto halogenados como no halogenados,
bifenilos policlorados (PCBs), dibenzofurano (DBF), elementos radiactivos, etc. Su
riesgo radica en su persistencia y consecuente acumulacion, en la formacion de
asociaciones quimicas complejas, en su capacidad de reaccion y a veces, como

consecuencia, en su toxicidad creciente.

Hay cuatro elementos clave en la estrategia de actuacion de la EPA para los compuestos
PBT (“PBT Strategy”), que son:



1. Elaborar e instrumentar planes de accion nacional para contaminantes PBT
prioritarios, con el objetivo de reducir riesgos.

2. Examinar y seleccionar mas contaminantes PBT prioritarios para actuar al
respecto.

3. Prevenir la introduccion de nuevos contaminantes PBT en el comercio.

4. Medir los avances vinculando las actividades con los resultados ambientales.

Un ejemplo muy cercano y relacionado con esta Tesis de como la contaminacion
industrial puede afectar y destruir el medio ambiente, es el accidente ocurrido en la
mina Boliden en la localidad sevillana de Aznalcollar el 25 de abril de 1998. En esta
localidad Sevillana se produjo uno de los desastres ecolégicos mas graves de la historia
de Espafia en donde una balsa de residuos muy contaminantes de 8 hm3, procedentes de
la mina, se rompio por dos de sus lados, liberando gran cantidad de liquido de pH muy
bajo. El vertido se produjo sobre el rio Agrio, afluente del Guadiamar, que fluye hacia
el Parque natural de Dofana, la mayor reserva de aves de Europa. Estos residuos
contenian una cantidad muy elevada de metales pesados como zinc, plomo, arsénico,
cobre, antimonio, cobalto, talio, bismuto, cadmio, plata, mercurio y selenio (Tabla 1).
La zona del parque Nacional de Dofiana es una reserva natural de casi 106.000 ha de
zona protegida situada entre las provincias de Huelva, Sevilla y Cadiz. Tanto el rio
Guadalquivir como el Guadiamar aportan el agua necesaria para esta reserva natural que
cuenta con zonas inundadas y cultivos de arroz en la parte de la provincia de Sevilla.
Cuando se produjo el accidente en la mina, los lodos acumulados bajaron por el rio
Guadiamar llegando hasta 60 km mas alla de donde se produjo la ruptura de la balsa. A
pesar de las medidas urgentes adoptadas, como la construccion de muros de contencion
en zonas colindantes, la superficie afectada por los lodos toxicos alcanz6 4.286 ha de las

cuales 2.557 ha estaban destinadas a la agricultura (Grimalt y col., 1999).

Tabla 1. Maxima concentracion (ppm) de metales pesados encontrados en los lodos
vertidos en el accidente minero en la mina de Boliden en Aznalcollar, Sevilla (Alastuey
y col., 1999)

Elemento Concentracion (ppm)
Cadmio 31

Cromo 65

Zinc 9448

Plomo 11940
Arsénico 5550

Cobre 2189
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Antimonio 644

Cobalto 98
Talio 55
Bismuto 68
Plata 35
Mercurio 16.6

2. CONTAMINACION POR METALES PESADOS

Entre los muchos tipos de contaminantes existentes, los metales pesados (MP) y
metaloides destacan por su elevada toxicidad y persistencia

(www.epa.gov/oppt/p2home/), siendo la contaminacién por estos de las mas

preocupantes por su dificil eliminacion del medioambiente, ya que en comparacion con
compuestos quimicos o bioldgicos que pueden ser degradados, estos son indestructibles.
En los paises desarrollados la legislacion obliga a la recuperacién de suelos y aguas
contaminados usando métodos para disminuir su concentracion en la biosfera de manera

fisico-quimica o bioldgica (biorremediacion).

Ademas, los metales se encuentran presentes de forma natural en la tierra a todos los
niveles, aunque en los dultimos afios su concentracion se ha incrementado
remarcablemente debido a la actividad antropogénica. La actividad humana con la
agricultura y la industria han cambiado la distribucién de estos, liberdndolos a los
ecosistemas y causando serios problemas medioambientales. Aunque muchos metales
son esenciales en cantidades trazas, en mayores concentraciones son toxicos (Rengel,
2004). Este tipo de metales son llamados oligoelementos o microelementos (Fe, Zn, Cu,
Co, F, Cr, Mn, I, Mo, Se, V) y son requeridos en cantidades menores de un 0,1% siendo
esenciales para los organismos, que los requieren para formacion de tejidos o de
diversas estructuras proteicas como la hemoglobina o las hormonas tiroideas. El
problema aparece cuando la concentracion aumenta ya que pueden volverse muy
toxicos y causar estrés oxidativo, especialmente los metales de transicion que pueden
ceder electrones en reacciones redox (Fe®"®*, cu*?*
otros metales y metaloides (Pb, Cd, Hg, As, Ba, Sr, Tl, B, Al, Li, Be, Rb) son tdxicos a

) (Jones y col., 1991). Sin embargo,

cualquier concentracion ya que pueden reemplazar a otros metales en enzimas

interrumpiendo la funcion de estas moléculas (Hossain y col., 2012).

Los MP, dependiendo de su estado de oxidacién, pueden variar su toxicidad en las

células, por eso pueden dividirse en dos grupos: los redox activos (Fe, Cu, Cr y Co)
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directamente relacionados en las reacciones redox de la célula y produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) mediante la reaccion de Fenton y Haber-Weiss y los redox
inactivos (Cd, Zn, Ni, Al, As) que provocan estrés oxidativo indirectamente
interaccionando con el sistema de defensa antioxidante, interrumpiendo la cadena de
transporte de electrones o produciendo peroxidacion lipidica (Hossain y col., 2012). A
nivel molecular, pueden alteran diferentes procesos bioldgicos inactivando y
desnaturalizando enzimas y proteinas, blogqueando y sustituyendo metales esenciales de
grupos funcionales en biomoléculas y alterando la distribucion de la membrana
plasmatica. Es mas, cationes metalicos como Co**, Ni** y Zn?* pueden desplazar al
Mg®* en la ribulosa-1-5-bifosfato-corboxilasa/oxigenasa (RUBISCO) (Wildner y
Henkel, 1979), el Cd** desplaza al Ca** en la calmodulina (Rivetta y col., 1997) y el Pb
puede interferir en varios pasos enzimaticos para la formacion de la hemoglobina
(ATSDR. 2007). Incluso pueden alterar el equilibrio redox estimulando la formacion de
ROS (Hossain y col., 2012). Las ROS estdn compuestas tanto por radicales libres como
el anion superoxido (O;") y el radical hidroxilo (OH’) como por moléculas no radicales
en las que se incluyen el peréxido de hidrégeno (H202) y el oxigeno singlete (*O,)
(Sharma y col,, 2012). Todas las ROS son extremamente dafinas a altas
concentraciones por lo que su produccion y eliminacidn debe estar muy controlada ya
que un aumento de éstas provoca diversos dafios en biomoléculas como lipidos,

proteinas y en el ADN.

3. MECANISMOS MOLECULARES PARA LA TOLERANCIA Y
HOMEOSTASIS DE LOS METALES PESADOS EN PLANTAS

Frente a estos dafios, las plantas han desarrollado diversos mecanismos para frenar la
toxicidad de los MP entre los que se incluyen la retencion de estos en la membrana
plasmatica, el bloqueo de la entrada y el transporte de los mismos, la sintesis de
quelantes de MP (fitoquelatinas y metalotioneinas), la sobreexpresion de proteinas
relacionadas con el estrés como las proteinas de choque térmico (HSP), la biosintesis de
prolina y poliaminas y moléculas sefial como acido salicilico y éxido nitrico e induccién

de mecanismos que contrarresten los efectos dafiinos de las ROS (Gill y Tuteja., 2010).

3.1 Blogueo de laentrada y transporte de los metales pesados
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Las plantas han desarrollado multitud de mecanismos para obtener metales esenciales
del suelo asi como para prevenir la entrada de los toxicos. Por eso, tienen vastas
familias de transportadores relacionados con la toma y expulsion de metales y su
transporte hacia organulos. Entre estas familias de transportadores se encuentran
distintos tipos: “heavy-metal-transporting P-type ATPase” (HMAs), “cation diffusion
facilitator” (CDF), “natural resistance associated macrophage protein” (NRAMP), “iron
regulated transporter-like protein” (ZIP) y “plant-specific Yellow Stripel-Like family”
(YSL) (Colangelo y Guerinot, 2006). Dependiendo del metal y de su estado de
oxidacion, éstos entraran por algunos de estos tipos de familias de transportadores.
Mientras que los metales esenciales hacen uso de estos canales, para los toxicos no
existen canales especificos de entrada por lo que aprovechan la existencia de estos y de
otros transportadores para lograr entrar en la célula desplazando en muchas ocasiones a
metales u otros compuestos esenciales. Es mas, Zn?*, Fe** y Mn?* hacen uso de los
transportadores ZIP pero también metales téxicos como el Cd** o Ni** (Guerinot, 2000)
los utilizan. Para entrar en la célula, el arsénico (As) en forma de arseniato hace uso de
transportadores fosfato mientras que en forma de arsenito utiliza aquaporinas (Tripathi y
col., 2012). El selenio, a su vez, hace uso de canales de sulfato debido a la similaridad
quimica que existe entre ellos (Hirai y col., 2003) (Figura 1). Aunque estas familias de
transportadores también actGan en la translocacion de metales a otros lugares de la
planta, estos pueden ser transportados unidos a otras moléculas como la nicotinamida
(NA), aminoacidos como la histidina (his), sales citrato (cit) y acetato (ace) vy
compuestos con grupos tioles como el glutatién. Por ejemplo, el Cu?* puede ser
transportado por proteinas de la familia de HMAs pero también puede ir unido a NA, el
Zn** por transportadores ZIP y citrato, el Fe** y Ni?* por transportadores ZIP y NA, el
Pb por acetato y el As unido a grupos tioles y el Ni a his (Grotz y Guerinot 2006;
Monferran y Wunderlin, 2013) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de los sistemas de transporte de metales relacionados con la entrada en la célula, la
translocacion a otras partes de la planta y la llegada a vacuolas (Monferrdn y Wunderlin, 2013 con
algunas modificaciones)

Uno de los primeros mecanismos que utilizan las plantas para bloquear la entrada de
MP es precipitando o complejando el metal en los alrededores de la raiz, cambiando el
pH de la rizosfera o exudando aniones como el fosfato (Sharma y col., 2012). Otras
opciones por parte de la planta son la inclusion celular en el espacio apoplastico de la
membrana, el complejamiento con la pared celular-membrana plasmatica o
translocandolos a otros organulos de almacenamiento como son las vacuolas (Hossain y
col., 2012). Ademas la planta bloquea la transcripcion de transportadores para evitar la

entrada del metal a la célula (Lafuente y col., 2014).

El almacenamiento en vacuolas impide que el metal se encuentre biodisponible para
reaccionar con los compuestos celulares por lo que el grado de toxicidad disminuye
cuando se encuentra confinado en este organulo. Existen transportadores en la
membrana vacuolar (tonoplasto) muy bien caracterizados como transportadores tipo
NRAMP, ABC, ZIP, YSL, CAX de las mismas familias de los transportadores que se
encuentran en la membrana externa y ademas existen bombas de protones ATPasa (V-
ATPasa y V-PPasa) (Gupta y col., 2013). Estos transportadores son capaces de captar el
metales libre o acomplejado con PCs, como demostré Song y col., (2010) al descubrir
dos transportadores ABC en Arabidopsis thaliana que facilitaban el transporte de PC-
As (111).

3.2 Quelantes de metales pesados

La reactividad y poca solubilidad de algunos metales hace que una vez introducidos en

la célula tengan que unirse a quelantes, evitando asi mayores dafios dentro de la célula
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al no encontrarse tan biodisponibles. Los quelantes de metales mas conocidos y
caracterizados en plantas son las fitoquelatinas y metalotioneinas. Aunque también

existen otros como &cidos organicos o aminoacidos y NA.

Las fitoquelatinas (PCs) son una familia de péptidos ricos en cisteina con repeticiones
del mondémero (y-GluCys),-Gly donde n puede ser un nimero entre 2 y 11 (siendo lo
mas comun de 2 a 5) que se sintetizan a partir del glutation reducido (GSH) por la
enzima PC sintetasa (Cobbett y Goldsbrough, 2002). La biosintesis de PCs estan
inducidas por los MPs, incluidos Cd, Hg, Ag, Cu, Ni, Au, Pb, As 'y Zn, siendo el Cd el
mayor inductor de éstas (Hossain y col., 2012). Ademas, las fitoquelatinas pueden
transportar los iones hacia las vacuolas formando dentro de estos organulos compuestos

estabilizados al complejarse con sulfitos y acidos organicos (Figura 2).

Cd
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Figura 2. Ruta de produccién de fitoquelatinas. Los signos (+) Yy (-) son puntos de regulacién de la via
(Cobbett, 2000).

La primera demostracion del papel de las PCs en la detoxificacion de MPs, se produjo
tras la caracterizacién de mutantes de Arabidopsis thaliana y S. pombe en una PC
sintetasa, resultando mas sensibles estos a diversos metales (Ha, 1999). Ademas del
papel de detoxificador de MP, se han buscado otras funciones para las PCs
relacionandolas con la homeostasis de metales y con el metabolismo de Fe o azufre

aungue no se han encontrado evidencias directas de esto (Yadav, 2010).

Otro tipo de quelantes de metales descritos en plantas son las metalotioneinas (MTS).
Las MTs son también proteinas de bajo peso molecular ricas en cisteinas, que unen MP
por sus grupos tioles y dichos residuos de cisteinas (Sigel y col., 2009). Aunque
comparten muchas caracteristicas con las PCs, su sintesis es diferente ya que estan

codificadas por genes, mientras que las PCs resultan de la sintesis enzimatica llevada a
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cabo por la PC-sintetasa. Se han encontrado genes de metalotioneinas en organismos
animales, vegetales y también procariotas como Synechococcus (Chu y col., 2007). La
primera MT identificada en plantas (trigo) fue aislada de su embridn y tenia alta
afinidad por el Zn (Lane, 1987). En la actualidad han sido identificadas mas de 50 MT

diferentes en varios organismos vegetales.

Aungue la totalidad de las funciones de las MTs no han sido totalmente caracterizadas,
se han hipotetizado algunos papeles como la participacion en la homeostasis de metales,
secuestro de metales tdxicos y proteccién frente al estrés oxidativo, siendo los mismos
residuos de cys que unen metales los que pudieran unir especies ROS (Hassinen y col.,
2011). En relacion a la funcién quelante de metales, ésta ha sido puesta de manifiesto
cuando se han expresado heter6logamente varias MTs en otros organismos, aumentando
la tolerancia de estos cuando se exponian a metales. Por ejemplo, cuando se expresé6 MT
tipo 1 de guisante en E. coli, ésta unié Cu, Cd y Zn con una mayor afinidad por Cu
(Tommey vy col., 1991).

Existen varias clases de MTs basadas en los residuos de cisterna de las mismas (Cobbett
y Goldsbrough, 2002). En el genoma de Arabidopsis se encuentran hasta 9 genes que
codifican MTs (Zimeri y col., 2005) clasificadas en cuatro clases segun el orden y la
cantidad de residuos de cisteinas con funcién de unir diferentes metales en plantas. Las
isovariantes de MTs clase I, son necesarias en Arabidopsis para proteger frente a
metales como el Cd, entre otros (Zimeri y col., 2005). Las MTs de clase 11, sin embargo,
estan relacionadas con la eliminacién de especies ROS en respuesta a ataques de
patdgenos (Wong y col., 2004). Las MT clase Ill tiene una alta afinidad a Cu y se
encuentra sobreexpresado en plantas hiperacumuladoras de este metal como es Thlaspi
caerulescens (Roosens y col., 2004). Las MTIy MTII a 'y b son expresadas en el floema
de la planta, mientras que otras MTs Il y MTIII se expresan mayoritariamente en células
mesofilas de tejidos jovenes y apices de raices. Las MTs clase 1V, por otra parte, son
especificas de semillas. Estas, podrian tener funcion de embriogénesis y de preparacion
de la semilla para periodos de desecacion (White y Rivin., 1995). También, proporciona
a la planta un mecanismo de almacenamiento de Zn y otros metales requeridos para la

germinacion y el crecimiento (Kawashimay col., 1992).

Las plantas producen un amplio rango de quelantes para Al, Cd, Cu, Ni, Fe, Coy Zn.

Estos son muy reactivos con S, N'y O por lo que acidos carboxilicos y aminoacidos son
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ligandos potencialmente posibles de unién a metales. Los acidos organicos como el
citrato, el malato y el oxalato, pueden ser excretados por las raices de las plantas,
formando compuestos muy estables con los MP cambiando la movilidad y
biodisponibilidad de estos evitando asi que entren en la planta. Estos acidos organicos
pueden quelar también MP dentro del citosol formandose complejos menos téxicos
(Hossain y col., 2012). Por otra parte, existen otro tipo de compuestos, la histidina (His)
(Kerkeb y col., 2003), la nicotinamina (NA) y derivados del fosfato (Fitatos) que

también son capaces de ligar MP para su transporte y para su detoxificacion.
3.3 Proteinas de choque térmico

Las proteinas de choque térmico (Heat shock proteins en inglés, HSP) fueron
descubiertas en 1962 en Drosophila melanogaster al ser sometidas a incrementos de
temperatura. En situaciones de estrés, su funcion es el marcaje y desnaturalizacién de
proteinas para destruirlas luego o protegiendo a éstas manteniendo las cadenas
aminoacidicas desplegadas para que una vez el estrés haya desaparecido vuelvan a sus
estructuras terciarias. Aungue cualquier tipo de estrés se puede producir un incremento
de este tipo de proteinas, los MPs como Zn, Cu, Cd, Hg, Al, As, Cr han sido descritos
como activadores de HSP. Por ejemplo Neumann y col., (1995) estudiaron los
incrementos de HSP en raices de Armeria maritime que crecian en suelos ricos en Cu 'y

Ireland y col., (2004) documentaron un aumento de la HSP-70 en algas expuestas a Cd.
3.4 Sintesis de prolina

La prolina (Pro) es un aminoacido con conformacién muy rigida, esencial para el
metabolismo primario. Muchas plantas acumulan prolina en respuesta a estrés (bajo
condiciones de sequedad, salinidad, radiacion ultravioleta, MPs, estrés oxidativo, entre
otras) (Siripornadulsil y col., 2002; Szabados y Savouré, 2010). Esta investigacion se
realiz6 con una microalga que acumulaba altos niveles de prolina en respuesta a Cd. Se
cree que la prolina puede actuar como una chaperona protegiendo la integridad de
proteinas y potenciando la actividad de diferentes enzimas, ademas de poder presentar

poder antioxidante eliminando ROS (Figura 3).
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Figura 3. Interaccion de la prolina con los distintos mecanismos celulares para la reduccion del estrés en
plantas.

3.5 Poliaminas (PAs)

Las poliaminas son pequefias aminas alifaticas presentes en plantas, animales y
microorganismos implicadas en muchos procesos como promotoras del crecimiento,
division celular, replicacion del ADN vy diferenciacion celular (Alcdzar y col., 2010).
Las PAs mas abundantes en plantas son la espermidina (Spd), espermina (Spm) y su
precursor la putrescina (Put). Diversos estudios han sugerido que las PAs también
pueden actuar como quelantes de metales y ser buenas candidatas protegiendo las

celulas frente al dafio oxidativo producido por los metales (Groppa y Benavides, 2008).
3.5 Polifenoles

Los polifenoles son metabolitos secundarios cuya estructura estd compuesta por al
menos un anillo aromatico (C6) con uno o mas grupos hidroxilos (-OH). Se sintetizan
principalmente a partir del &cido cindAmico que deriva a su vez de la fenilalanina (Figura
4). Los flavonoides se acumulan generalmente en células epidérmicas en 6rganos como
flores, hojas, tallos, raices, semillas y en sus formas glicosiladas pueden almacenarse en

estructuras subcelulares como apoplastos y vacuolas (Scheidt y col., 2004).

La presencia de estrés tanto abiotico como bidtico (por ejemplo luz U.V, radiaciones,
bajas temperaturas, ataques de patdgenos, entre otros) puede inducir a una acumulacién
de compuestos fendlicos en plantas. En particular los flavonoides y taninos se han

asociado al sistema de defensa de las plantas (Michalak, 2006).
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Figura 4. Esquema de la sintesis de los flavonoides en plantas.

La accion antioxidante de los compuestos fendlicos se debe a que poseen grupos
hidroxilos y carboxilos capaces de quelar metales, sobre todo Fe y Cu. En experimentos
in vitro se ha demostrado la capacidad de los flavonoides de neutralizar especies
reactivas de oxigeno como -O,, H,0, OH, 10,, pudiéndoles donar electrones o &tomos
de hidrégeno (Hernandez y col., 2009). Gracias a esta actividad antioxidante de los
flavonoides, éstos actlan como protectores de la radiacion, uniendo fitotoxinas y
regulando la respuesta al estrés y controlando el transporte de auxinas (Winkel-Shirley,
2002).

3.6 Sistema antioxidante: Enzimas y componentes no enzimaticos antioxidantes

Los MP producen una fuerte alteracion en el equilibrio redox de la célula produciendo
ROS y aumentando el estrés oxidativo de ésta. Como las ROS son toxicas pero también
participan en eventos de sefalizacion claves, las células necesitan diferentes
mecanismos para regular su concentracion intracelular. Los principales mecanismos de
eliminadores de ROS son metaloproteinas que se encargan de convertir distintos tipo de
moléculas ROS en otras menos toxicas. Entre estas enzimas se encuentran la superoxido
dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX) y catalasa (CAT) (Tabla 2) (Figura 5).
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El balance entre las actividades SOD, APX (y/o CAT) es crucial en la determinacion de

los niveles de O, y H,0, y la prevencion en la formacion del toxico HO® por la
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Figura 5. Esquema de eliminacion de ROS por enzimas especializadas

Tabla 2. Mecanismo de accion de enzimas antioxidantes

Nombre Cofactor Reaccion

Catalasa Fe 2H,0, = 2H,0+0,
Superoéxido dismutasa (SOD) Mn, Fe, Cu, Zn O, + 0y +2H" &= H,0,+ O,
Ascorbato peroxidasa (APX) Fe 2 AsA + H,0,+ 2H" = 2 MDHA +

2 H,0O
Xantina oxidoreductasa Mo, Fe, FAD Xantina + NAD* + H,0 =
(XOR) ac. trico + NADH + H*
Peroxidada (PX) Fe Donador +  H,0, = Donador

oxidado + H,O

Ademas de estas enzimas antioxidantes, existen otros componentes no-enzimaticos muy
relacionados con el sistema antioxidante de defensa, como son el ascorbato (AsA) y
glutatién (GSH). El ascorbato es un compuesto de bajo peso molecular que debe su
poder antioxidante a la capacidad de donar electrones en muchas reacciones enzimaticas
y no enzimaticas (Smirnoff, 2007). Ademas de antioxidante, el papel del AsA en la
planta esta relacionado con el crecimiento, la diferenciacion celular y el metabolismo
(De Pinto y De Gara, 2004). El 90% del AsA se encuentra en el citoplasma pero
también puede ser exportado al apoplasto donde se considera la primera linea de
defensa frente al dafio de oxidantes externos (De Pinto y col., 2006). Otra molécula
antioxidante muy importante es el glutation (GSH). EI GSH es una molécula de bajo
peso molecular compuesta por grupos tioles, implicada en un amplio rango de procesos

de defensa frente a toxicos. Ademas, el GSH tiene un importante papel en otros

20



procesos bioldgicos como el crecimiento y la division celular, regulacién del transporte
de sulfato, sefializacion celular, conjugacion de metabolitos, regulacion enzimatica y
sintesis de proteinas y acidos nucleicos (Hossain y col., 2012). EI GSH puede
reaccionar directamente con 10,, O,*—, y *OH pero su gran poder antioxidante reside
en su participacion en el ciclo de AsA-GSHT (Figura 6). El GSH también reacciona con
compuestos toxicos formando derivados que pueden ser secuestrados en la vacuola o
catabolizados (Dixon y Edwards 2010).
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Figura 6. Ciclo de AsA-GSH (Hossain y col., 2012)

Otro compuesto relacionado con este ciclo es el metilglioxal (MG). EI MG es un
compuesto citotdxico que aumenta en condiciones de estrés en las plantas y es capaz de
causar dafios al modificar moléculas de gran importancia como el ADN y las proteinas
(Hossain y col., 2012). Se ha demostrado que MG puede producir glicosilacion de
proteinas dando lugar a productos finales de glicosilacion
avanzados (AGEs), aumentando mas aun el estrés oxidativo (Shangari y col., 2004).
Ademéas de mantener el balance entre GSH/GSSG, la via de las glioxilasas esta
relacionada con enzimas antioxidantes que utilizan GSH. En estudios realizados en
plantas transgénicas de tabaco que sobreexpresaban genes de glioxilasa, éstas mantenian
altos niveles de enzimas antioxidantes como glutation reductasa (GR), glutation
transferasa (GST), glutation peroxidasa (GPx) y ascorbato peroxidasa (APx) a nivel
basal e incluso aumentaban méas cuando se las sometia a estrés salino (Yadav y col.,
2005).
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4. EL ZINC Y LA VIDA

Este metal de color de blanco azulado, y de nimero atomico 30, es el 23 elemento méas
abundante en la corteza terrestre. Su aplicacion principal actual es el galvanizado del
acero que lo protege de la corrosion aunque también es usado en baterias, metalurgia de
metales preciosos, aleaciones como el latén, alpaca, tombac, y en la fabricacién de

pinturas (http://www.atsdr.cdc.gov/toxprofiles/tp60-c6.pdf).

El Zinc (Zn) es un elemento esencial para todos los organismos vivos. En plantas, este
metal se encuentra como ién libre o asociado a complejos de gran variedad. También
forma parte de proteinas y macromoléculas con funciones de cofactor de un nimero
elevado de enzimas. Una deficiencia en Zn provoca disrupciones en las membranas
debido a la inhibicion de enzimas implicadas en la detoxificacion de ROS (Brown y
col., 1993). A pesar de todo esto, el Zn en altas concentraciones puede ser también
toxico y alterar el crecimiento y desarrollo normal de las plantas (Sagardoy y col.,
2009).

5. COBRE: DE ESENCIAL A TOXICO

El cobre (Cu), es un metal pesado de color rojizo y brillo metalico cuyo nimero
atdmico es 29 y que se encuentra en la naturaleza formando parte de muchos minerales,
como la cuprita y la azurita. EI Cu y su aleacion con el estafio (el bronce) han sido
empleados por el ser humano desde tiempos de prehistoria para la fabricacion de todo
tipo de utensilios y armas, alcanzando su maxima importancia en los ultimos siglos con
el desarrollo industrial y de la siderurgia. Actualmente, el Cu, forma parte del mundo
que nos rodea ya que se utiliza para la fabricacién desde monedas, cableado, pinturas,
componentes de coches, trenes y barcos hasta en instrumentos musicales. Su valor

cotiza incluso en bolsa. (http://www.metalgestion.com/cobre/cobre-precios.html).

A nivel bioldgico, el Cu es un microelemento fundamental para el funcionamiento de la
célula. Estd presente en muchas enzimas como ferroxidasas, citocromo ¢ oxidasa,
superdéxido dismutasa, tirosinas, ceruloplasmina y monoamino oxidasa entre otras,
ademas de estar implicado a bajas concentraciones en procesos biolégicos como la
formacion de la pared celular (Norkus y col., 2002) y la fotosintesis (Pefiarrubia y col.,
2010; Festa y Thiele, 2011). El Cu es un metal extremadamente reactivo y dafino para

las células por lo que sus niveles estan muy controlados. La media de contenido de Cu
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en tejidos tisulares es de 10 pg.g™* en peso seco (Baker y Senef, 1995), aunque el
contenido critico en un medio de cultivo debe ser de entre 10° y 10°M. Su deficiencia
en plantas puede afectar al aparato respiratorio de éstas. Asi, un estudio realizado en A.
thaliana demostré que la deficiencia de Cu producia una estructura anémala de los
cloroplastos y reducia la cantidad de clorofila (Puig, 2007). Por otra parte,
concentraciones altas, pueden tener efectos devastadores para las células. Un exceso
puede inhibir el crecimiento e interrumpir procesos importantes como la fotosintesis y
la respiracién y una exposicién cronica a altos niveles de Cu puede tener un efecto en la
estructura de los cloroplastos y en el contenido de clorofila al igual que se producia en
situaciones de deficiencia (Bernal y col., 2006). Ademas, el Cu es un metal redox muy
potente que produce un estrés oxidativo muy fuerte por la formacion de (OH), (027 y
H,0; en las reacciones de Haber-Weiss y de Fentdon, desencadenando toda la cascada de
reacciones relacionadas con la respuesta antioxidante (Sharma y col., 2012). Otros
efectos de una concentracidon elevada de Cu son los dafios producidos en DNA al alterar

la conformacién de éste (Bales y col., 2005).

Debido a los efectos toxicos del Cu, la contaminacion por este metal ha sido tema de
regulacion por muchos organismos. En 1974, la EPA publico lo que se considera la ley
de agua potable segura (“Safe drinking water”). En esta ley se pretendia determinar los
niveles de contaminantes en aguas potables que no tuvieran efectos adversos para la
salud. Para el Cu, el maximo nivel permitido se establecié en 1,3 mg/L (ppm). Una
exposicion a niveles superiores puede causar desde problemas digestivos como nauseas
hasta dafos en el rifion 0 en el higado

(http://water.epa.gov/drink/contaminants/basicinformation/copper.cfm).

El Cu es absorbido en sus dos formas idnicas Cu™ (en suelos con poco oxigeno y mucha
agua) y Cu®* (en suelos aireados), presentando antagonismo con el Zn** a nivel de
absorcion, a traves de los transportadores COPT. Los COPT son una familia de
transportadores de metales con tres dominios transmembrana de los que se han
identificado hasta 6 tipos diferentes. COPT1 es el transportador mas estudiado y es
responsable de la adquisicion de Cu en la raiz aunque COPT2 también se localiza en la
membrana plasmatica del tejido de la raiz (Festa y Tiele, 2011). Una vez dentro de la
célula, el transporte de Cu se realiza mayoritariamente por ATPasas tipo P conocidas
como “heavy metal P-type ATPases” (HMAs). Los transportadores HMA1 a HMA4

estan implicados en el transporte de cationes divalentes como Cu®* pero también Zn*" y

23


http://water.epa.gov/drink/contaminants/basicinformation/copper.cfm

Cd?*, mientras que de HMAS5 a HMAS8 transportan iones de Cu*. Otra familia encargada
del transporte de Cu son las metalochaperonas. Esas transportan el Cu desde el
citoplasma hacia los lugares de utilizacion, insertandolas en los sitios activos de las
proteinas Cu dependientes (Yruela, 2005). En plantas existen 3 tipos de Cu-chaperonas,
CCH, COX17yCcCs.

6. ARSENICO. UN TOXICO MUY EXPANDIDO

El arsénico (As) es un metaloide de color gris metalico o amarillo de nimero atémico
33. Muy ubicuo, esta presente tanto en aguas subterrdneas como superficiales y también
en suelos. Se encuentra en diferentes formas quimicas (metilado, unido a azlcares) y
estados de oxidacién (-3, 0, +3, +5) (Figura 7) siendo los mas encontrados las formas
anionicas de arsenito (+3) y arseniato (+5). Conocido desde la antigliedad por su
toxicidad, es el clasico veneno utilizado en la historia aunque en la actualidad tiene usos
en la fabricacion de semiconductores, de perdigones, o de vidrios y conservantes de la
madera. También es usado como herbicida en la forma de sus compuestos metilados, el
acido monometilarsenico (MMAV) y dimetilarsénico (DMAv) (Hughes, 2002). En
condiciones muy controladas y a muy baja concentracion, el trioxido de arsénico
(As;03), también es utilizado con fines farmacoldgicos en enfermedades como la
leucemia y el lupus (Bobé y Chelbi-Alix, 2008).
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Figura 7. Compuestos de arsénico encontrados en suelos y plantas de (Zhao y col., 2010)

La presencia de arsénico en la rizosfera se debe a la propia composicién de la corteza ya
que forma parte de los 22 elementos conocidos que forman la corteza terrestre pero su

concentracion en el medio ambiente se acentla por las distintas actividades humanas
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como la mineria y fundicion, descarga de efluentes industriales, aplicacion de pesticidas
arsenicales y hasta riego con aguas contaminadas (Smith y col., 2003; Mukherjee y col.,
2006). El As tiene la capacidad de ser facilmente solubilizado en aguas dependiendo del
pH, condiciones rédox, temperatura y composicion del suelo. Estas concentraciones en
agua rondan en condiciones normales entre 1 y 10 pg/L aunque se han encontrado
algunas concentraciones elevadas de hasta 5000 pg/L (Nordstrom, 2002) (Tabla 3). Los
efectos en la salud humana por la intoxicacion de arsénico son variados: dafios
gastrointestinales, dafios hepaticos, renales, cardiovasculares, dérmicos, respiratorios
pero sobre todo es un potente carcinogénico de piel y rifién (WHO, 2011). E incluso se
ha descrito una enfermedad, llamada hidroarsenicismo cronico regional endémico
(HACRE), que se produce por el envenenamiento continuo de éste y estd caracterizada
por trastornos cutaneos progresivos y/o lesiones cancerigenas viscerales (Astolfi y col.,
1982). Por todos estos riesgos para la salud humana y su alta toxicidad, la cantidad
tolerable de aparicion de arsénico en agua potable es de 10 pg/L (EPA, USA) valor por
encima del cual resulta perjudicial para la salud. Aunque en zonas del sudeste asiatico
como Bangladesh se estima que 25 millones de personas estan expuestas a aguas
contaminadas con mas de 50 ppb de arsénico (Song y col., 2010). Pero no solo el
sudeste asiatico esta afectado por este problema, la contaminacion por arsénico en aguas
y suelos es un problema de importancia mundial que afecta en distinto grado a muchos

paises (Tabla 3).

Tabla 3. Contaminacion global por arsénico segun paises
CONTAMINACION GLOBAL POR ARSENICO EN AGUAS

. . . L Condiciones
Pais/Region Poblacion expuesta Concentracion (ug/L) medioambientales
Bangladesh 30.000.000 <1a2.5000 Naturales: Sedimentos

en rios
Bengal e India 6.000.000 <10 a3.200 Naturales: Sedimentos
en rios
> 1.000.000 Naturales: Sedimentos
Vietnam 1a3.050 en rios
Tailandia 15.000 1a>5.000 Antropogénico: Mineria
Taiwén 100.000 a 200.000 10a1.820 Natural: Pizarras negras
Mongolia 100.000 a 600.000 <1a2.400

Natural: Rios y lagos
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con sedimentos

Naturales: Sedimentos

Xinjiang, Shanxi >500 40a 750 .
en rios

Natural: Rocas
volcanicas, fuentes
termales, alta
alcalinidad

Argentina 2.000.000 <1a9.900

Natural y
antropogénico: Rocas
volcanicas, fuentes
termales, mineria

Chile 400.000 100 a 1.000

Natural: Como

Bolivia 50000 Argentina y Chile

Brasil 0.4 a350 Mineria de oro

Natural y
antropogénico:
Sedimentos volcanicos
y mineria

México 400.000 8a620

Natural: Mineralizado
en arena

Alemania - <10a 150

Naturales: Sedimentos

Hungria, Rumania 400.000 <2alv6 .
en rios

Naturales: Sedimentos

Esparfia >50.000 <1al100 .
en rios

Natural y
Grecia 150.000 antropogénico: fuentes
termales y mineria

Mineria: Sudeste de

Gran Bretata =00 -—--- <1a80
Inglaterra

Ghana < 100.000 <1al75 Mineria de oro

Natural y
antropogénico: mineria,
EEUU y Canada < 1a>100.000 pesticidas, fuentes
termales, sedimentos
en lagos y rios

El metabolismo del As tiene ain muchas lagunas y juega un papel fundamental en la
comprension de los mecanismos de su toxicidad. La distinta toxicidad del As esta
relacionada con su forma quimica y su estado de oxidacion. En forma de arsenito es de

25 a 60 veces mas tdxico que en forma de arseniato y se encuentra de forma mas movil
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en el medio ambiente (Raven y col., 1998; Oremland y Stolz, 2003). El arseniato (V), es
la principal especie de As en suelos aerobios y tiene una gran afinidad por
oxidos/hidroxidos de Fe del suelo. Mientras que el arsenito (I1l) se encuentra en
ambientes reducidos. Ademas, ambos son metilados por S-adenosilmetionina, (Thomas
y col, 2007) a é&cido monometilarsénico (MMA: (CH3AsO (OH),), a A&cido
dimetilarsonico (DMA:(CH3),AsOOH) y en menor cantidad a 6xido de trimetilarsina
(TMAO:(CH3)3AsO) (Figura 8). Los compuestos dimetilados de As y el TMA son
volatiles y pasan al aire pero éstos son rapidamente oxidados durante el dia por la

radiacion UV y vueltos a depositar en la tierra (Zhao y col., 2010).
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Figura 8. Movilizacion y transformacién de As en el suelo y sus interacciones con la rizosfera. Tomado
de (Zhao y col., 2010)

La entrada del As en la célula depende del estado de oxidacion que éste tenga. En
diversos estudios fisioldgicos, se ha caracterizado al As (V) con gran similitud al PO,
por lo que comparten la mayoria de transportadores en plantas aunque estos tienen mas
afinidad por el PO,> que por el As (V) (Meharg y col., 1994). Los mecanismos de
entrada del arseniato implican el cotransporte de éste y de protones, de al menos 2H"
por cada molécula de arseniato (Zhao y col., 2008). Existen en plantas alrededor de 100
transportadores de PO, pertenecientes a la familia Phtl expresados en su mayoria en las

raices (Zhao y col., 2009). Por otro lado, As (lll) entra a través de canales de

27



aquaglicerilporinas, familias de proteinas tipo “nodulin 26-like intrinsec”, que
transportan ademas varias moléculas como el acido salicilico, acido bérico, glicerol y
urea entre otras (Gupta y col., 2011). Las especies metiladas de As MMA y DMA
también entran dentro de la planta pero con menor eficiencia que las especies

inorganicas y mediante mecanismos aln no conocidos (Zhao y col., 2009).

Una vez dentro de la planta, el arsénico que entr6 en forma de As (V), puede ser de
nuevo expulsado al medio de una forma similar a la que es expulsado el PO,* cuando
las plantas estan expuestas a condiciones de altas concentraciones de éste (Mimura,
1999: Xy y col., 2007). Otra opcién es que sea reducido a As (Ill) por la arseniato
reductasa (ACR2) o por otras enzimas con ayuda del glutation y que éste sea de nuevo
expulsado al medio a través de canales (NIP) (Zhao y col., 2009). Mutaciones en plantas
de arroz en el transportador Lsi2 (de clase NIP) tuvieron un efecto fuerte de transporte
de arsenito al xilema y de acumulacién en tallos (Mao y col., 2008). Pero no todo el
arsénico puede ser expulsado, el que se retiene dentro de la célula reacciona con
procesos metabolicos o compuestos de ésta provocando un dafio enorme. Por ejemplo,
el arseniato interrumpe el flujo de energia en la célula al reemplazar a los grupos fosfato
en las moléculas de obtencion de energia mientras que el arsenito reacciona con grupos
sulfuricos y proteinas tisulares inhibiendo la funcién celular (Gupta y col., 2013). El
primer paso de la detoxificacion del As es la complejacion con PCs. Existen una gran
cantidad de genes o enzimas relacionadas con la sintesis, metabolismo y transporte de
glutatién sobreexpresados cuando las plantas se someten a As (Norton y col., 2008;
Lafuente y col., 2014), reflejando una gran demanda de GSH. Por otra parte, la
translocacion del As desde las raices a los tallos, es ineficiente pero no inexistente,
como se mostro en estudios en tomate expuestos a As inorganico (Burld y col., 1999).
Este hecho puede ser debido a que si el As entra en forma de As (V), éste es reducido
rapidamente a As (I11) en las raices, siendo éste complejado por grupos tioles y llevado
a vacuola. Es mas, la translocacion a parte aérea de los complejos As (111)-PC 6 As (I11)-
GS aun no ha sido probada aunque este hecho es muy poco probable ya que estos
complejos no son estables a pH>7,5 y el interior del floema tiene pH alcalino (Zhao y
col., 2010) (Figura 9).
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Figura 9. Mecanismos conocidos y comprobados de la detoxificacién de As en plantas. Tomado de
(Gupta y col., 2009). Los nameros indican una posible secuencia de mecanismos implicados en la
detoxificacion del As. 1. Entrada de As (V) y As (lll) a través de transportadores de fosfato y
aquaporinas. 2. EI As que entra puede volver a salir fuera por gradiente de concentracion entre el interior
del citoplasma y el medio. 3. As se convierte en especies menos toxicas. 4. Transporte a las vacuolas de
As (111) 6 As (111)-PC evitando su translocacion a los tallos. 5. Bloqueo de la entrada de As (I11) al xilema
aunque existe una pequefia parte que lo consigue. 6. Secuestro en vacuolas. 7. En forma de TMA es
voléatil y puede salir a la atmosfera

7. METODOS FIiSICO-QUIMICOS PARA LA ELIMINACION DE METALES
PESADOS DE LA BIOSFERA

Una vez entendida la alta toxicidad y los problemas para la salud humana de los metales
pesados, sus efectos en el medio ambiente se intentan paliar tratando de disminuir su
concentracion en la biosfera. Los métodos que existen actualmente para la eliminacion
de metales pesados de la biosfera son mayoritariamente dos: métodos fisico-quimicos y

biorremediacion.

Los métodos fisico-quimicos han sido hasta la época actual el Unico modo de lucha
frente a la contaminacion del medio ambiente. El objetivo de estos métodos era la
atenuacion natural, es decir, la desaparicion de los contaminantes del medio ambiente.
El gran problema de estos procesos es que son bastante lentos y con la contaminacion

que se produce hoy en dia no son suficientes para contrarrestarlas.

Las diferentes técnicas para la eliminacion de MP, tanto en aguas como en suelos, son
mecanicas de ingenieria civil que consisten en quitar el contaminante mediante

remocion de suelos o arenas contaminadas y separacion vy filtracion de sélidos. Primero,
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se retira la capa superficial contaminante para luego hacer un lavado al suelo o la
separacion fisica o quimica de contaminantes (“soil washing”). Sin embargo, estos
tratamientos muchas veces consisten en trasladar la contaminacion de un medio a otro.
También se suelen afiadir productos quimicos correctores de pH, surfactantes, agentes
quelantes y la reduccién/oxidacion quimica que convierte al contaminante a un estado

mas estable y movil (Vangronsveld y Cunningham, 1998).

Estas opciones en remediacion sufren gran critica debido a su elevado coste (Glass,
1999) y el dafio que suponen al medio ambiente. Ademas, no siempre son eficaces ya
que pueden existir zonas de dificil acceso, grandes areas con cantidades importantes de
metales & la presencia de rocas en los terrenos que disminuyen la eficacia de estas
técnicas o incluso hace imposible su aplicacion. Para estos y otros casos, se han
planteado la utilizacion de métodos alternativos basados en la utilizacion de
microorganismos y plantas con capacidad de tolerar y acumular contaminantes del

suelo.

8. BIORREMEDIACION. UNA NUEVA ESTRATEGA PARA LA
CONTAMINACION DEL MEDIO AMBIENTE

La biorremediacion consiste en la utilizacion de organismos vivos para la remediacion
ambiental. Los mas usados son los microorganismos (tanto bacterias como algas y
hongos), las plantas (fitorremediacion) y los nematodos (vermirremediacion) (Gupta y
col., 2009). Esta tecnologia se presenta como amigable desde el punto de vista
medioambiental, de bajo coste y gran aceptacién publica (Pilon-Smits, 2005). Ademas,
con su desarrollo y mejoramiento gracias a la investigacion que actualmente muchos
grupos en el mundo llevan a cabo, se podrian aplicar en los procesos industriales que
son contaminantes reduciendo costes o0 sustituyendo algunas de sus etapas,
especialmente si se pudieran aplicar estas técnicas in situ a pie de fabrica (Gargouri y
col., 2011).

Debido a su simplicidad genémica y a su facilidad de cultivo, los microorganismos han
sido objeto de un vasto estudio para su uso en biorremediacion. Las bacterias, por
ejemplo, tienen alta capacidad para la degradacion de compuestos de mdaltiple
naturaleza y esta degradacion puede llegar hasta diferentes niveles. Si la sustancia se
degrada completamente se habla de mineralizacion, proceso ideal que no siempre

ocurre. Algunas sustancias no son degradadas sino transformadas en otras
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(biotransformacion). La biotransformacion puede ser peligrosa, ya que la nueva
sustancia formada puede ser tan nociva 0 mas que la de partida. Aunque, hay sustancias
que no son degradadas y se las denomina recalcitrantes. Ademas, las bacterias tienen un
papel fundamental en los ciclos biogeoquimicos, en el desarrollo sostenible de la
biosfera y la gran diversidad de sus metabolismos abre una amplia gama desde el punto
de vista de la eleccion del mejor microorganismo para la detoxificacion o degradacion
de un determinado compuesto. Por todo esto, las bacterias se han utilizado con éxito en
la descontaminacion tanto de compuestos organicos (Diaz, 2004) como de MP (Valls y
de Lorenzo, 2002; Silver y Phung, 2005). Aunque también se ha investigado sobre el
uso de hongos (micorremediacién). Uno de los principales papeles de los hongos en los
ecosistemas es el de descomposicidn, ya que segregan enzimas extracelulares y acidos
que degradan la lignina y la celulosa, compuestos formados por largas cadenas de
carbono (Kumar et al., 2008). Estas estructuras quimicas son muy similares a las de

muchos contaminantes actuales.

Aunque también se han usado organismos mas complejos para paliar la contaminacion
como las plantas. Las investigaciones en fitorremediacion (uso de plantas para eliminar
0 inactivar contaminantes de suelos y de aguas) han avanzado mucho en los ultimos
afios (Sharma, 2011). En el siguiente apartado se detallara mucho mas a fondo esta

técnica.
9. FITORREMEDIACION COMO FUTURO EN BIORREMEDIACION

El término “fitorremediacion” es la combinacion de dos palabras: phyto, del griego que
significa planta y remedium, del latin, que significa corregir o eliminar un mal. La
fitorremediacién es una tecnologia reciente con numerosos estudios en las pasadas dos
décadas. Ya el concepto de fitorremediacion (como fitoextraccion) fue sugerido por
Chaney en 1983.

La fitorremediacion posee grandes ventajas en biorremediacion por su posibilidad de
aplicacién in situ, uso de energia solar, facil aplicacion, uso para un amplio rango de
contaminantes, conocimiento de las bases agricolas, etc. Y ademas aporta valor afiadido
por hacer a los lugares estéticamente mas atractivos por lo que la aceptacion social
aumenta considerablemente. Desde el punto de vista econémico, el propésito de la
recuperacion de suelos y aguas contaminados tiene puntos importantes como la

fitoextraccion de metales de alto valor econémico como Ni, Ti, Cu, Au y las mejoras
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producidas en la calidad del suelo que aumentan de valor en el mercado (Vangronsveld
y col., 2009).

Los mecanismos usados por las plantas son muy variados (Figura 10) (Pilon-Smits,
2005):

a)

b)

d)

Fitoextraccion: Los agentes contaminantes pueden ser absorbidos y almacenados.
En este caso, la translocacion del metal a las hojas es un proceso esencial que debe
producirse cuando la biomasa de la raiz no es suficientemente abundante (Tangahu
y col., 2011).

Fitofiltracion: La eliminacion de los contaminantes se produce por absorcién o
adsorcion, quedando limitado el movimiento de éstos. Estos procesos engloban la
rizofiltracion (uso de raices de plantas), blastofiltracion (uso de plantulas) o
caulofiltracion (uso de tallos extirpados) (Mesjasz-Przybylowicz y col., 2004)
Fitoestabilizacion: Los toxicos son quelados por compuestos organicos e
inmovilizados en el suelo. Las plantas pueden inmovilizar metales pesados en
suelos por la captura de la raiz, precipitacion, complejacion del metal o reduccién
de su estado de oxidacion en la rizosfera (Okiemen, 2011).

Fitovolatilizacion: Los compuestos son tomados del suelo y convertidos en otros
volatiles que son evaporados a la atmdsfera. Esta técnica puede usarse con algunos
metales pesados como Hg o Se (Padmavathiamma y Li. 2007).

Fitodegradacion: Las enzimas de la planta, tales como, dehalogenasas y oxigensas,
degradan los contaminantes. Este proceso es independiente de los microorganismos
rizosféricos (Vishnoi y Srivastava, 2008). Las plantas pueden incorporar
compuestos organicos toxicos y detoxificarlos mediante sus actividades

metabdlicas.
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Figura 10. Mecanismos de detoxificacion usados por las plantas

Existen mas de 500 especies de plantas capaces de hiperacumular metales pesados

(Tabla 4), por esos las plantas hiperacumuladoras son modelos en estudios de

acumulacion y tolerancia en fitorremediacion (Ali y col., 2013). Sin embargo, el valor

ecoldgico y bioldgico de éstas no es aln muy claro. Las investigaciones recientes se

centran en estudiar técnicas moleculares que ayuden a mejorar el rendimiento de

tecnologias en fitorremediacion (Sharma, 2011). Estas técnicas moleculares ayudan a

comprender la regulacion genética y los sistemas de adaptacion de estas plantas lo que

da una vision general de los genes mas importantes en relacion con los metales.

Tabla 4. Plantas hiperacumuladoras de metales

Planta

Alyssum bertolonii
Alyssum caricum
Alyssum heldreichii
Alyssum murale
Alyssum pterocarpum

Berkheya coddii

Azolla pinnata
Corrigiola telephiifolia

Eleocharis acicularis
Euphorbia cheiradenia

Thlaspi caerulescens
Schima superba
Pteris cretica
Pteris quadriaurita

Metal

Ni
Ni
Ni
Ni
Ni

Ni

Cd
As

Cu
Pb

Cd
Mn
As
As

Acumulacion
(mg/kg)
10.900
12.500
11.800
15.000
135.000

18.000

740
2.110

20.200
1.138

263
62.412,3
Aprox. 1.800
Aprox. 2.900

Referencia

Li y col., (2003)
Li y col., (2003)
Bani y col., (2010)
Li y col., (2003)
Li y col., (2003)

Mesjasz-Przybylowicz y col.,
2004
Rai y col., (2008)
(Garcia-Salgado y col., 2012)

Sakakibaray col., 2011
Chehregani y Malayeri,
(2007)

Lombi y col. (2001)
Yang y col., 2008
Srivastava y col. (2006)
Srivastava y col. (2006)
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Pteris ryukyuensis As 3.647 Srivastava y col. (2006)

Con el avance en el conocimiento en los genomas y la biotecnologia, se han venido
utilizando raices transgénicas como herramienta en biorremediacion y produccion de
compuestos de alto valor afiadido (Gleba y col., 1999, Boominathan y Doran, 2002;
Guillon y col., 2006). Estas raices son generadas tras la infeccién con Agrobacterium
rhizogenes y presentan un crecimiento neoplasico in vitro en medios suplementados con
fuente de carbono. La ingenieria genética permite transferir, durante el proceso de
infeccion con A. rhizogenes, determinados genes que pueden incrementar la capacidad
de biorremediacion de este sistema (de Lorenzo, 2008). Los genes candidatos para la
transgenesis pueden tener diversa naturaleza aunque todos deben tener la caracteristica
de ser potencialmente mejoradores de la eficacia y eficiencia de la biorremediacion
(Tabla 5) (Kramer y Chardonnens, 2001). En esta lista podemos encontrar desde genes
bacterianos hasta genes pertenecientes a plantas.

Tabla 5. Genes introducidos en plantas y los efectos de su expresion para la acumulacion, tolerancia y

volatilizacion de MP. [Referencias del texto]: A Acumulacién en la raiz; GSH: glutatién; MT:
metalotioneina; T: tolerancia; V: volatilizacion (Kramer y Chardonnais, 2001).

Gen Producto Fuente Organismo Maximo efecto observado ~ Medio raiz
merd Hg (11) reductasa Bacteria Liriodendron T 50 uM HgCly; Agar, suelo
Gram-Negativa tulipifera 500 mg HeCl, kgt
Nicotiana rabacum V Tasa de volatilizacion de Agar
Hg 5 veces incrementada
merA Hg (II) reductasa Bacteria Arabidepsis thaliana T 10 uM CHzHgCl (>40 veces) Agar
merB Liasa organomercurial — Gram-Negativa Mis de 59 pg He(0) mg™! Solucioén
en biomasa fresca min!
APS1 ATP sulfurilasa A. thaliana Brassica juncea A Tncremento 2 veces Hidropénico
concentracion Se
MTI MT Ratén N. tabacum T 200 pM Cdcl, (20 veces) Agar
CUP1 MT Saccharomyces B. oleracea T 400 pM CdCl, Hidropénico
cerevisiae (aprox. 16-veces)
gsh2 GSH sintasa Escherichia coli ~ B. juncea A Concentraciones 125% Cd ~ Hidroponico
gshl y-Glu-Cys sintasa E. coli B. juncea A Concentraciones 190% Cd  Hidropénico
NrCBP4  Canal cationes N. tabacum N. tabacim T 250 pM NiCl, (2,5 veces), Hidi“opénico
Sensible Pb
A Concentraciones Pb 200%
ZATI Transportador Zn A. thaliana A. thaliana T Ligero aumento Hidroponico

Sin embargo, no existen muchos trabajos donde se aborde la obtencién de raices
transgénicas con resistencia incrementada a ningun metal pesado o metaloide aunque
existen algunos articulos donde se han obtenido plantas transgeénicas con resistencia
incrementada a As (Dhanker y col., 2002; Heaton, 2005).

Las plantas candidatas para posibles estudios de fitorremediacion deben tener
idealmente las siguientes caracteristicas (Sakakibara y col., 2011 y Shabani y Sayadi,
2012):
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a) Altatasa de crecimiento

b) Produccion de gran cantidad de biomasa

c) Sistema de raiz ampliamente distribuible y ramificada

d) La mayor acumulacién posible de metal

e) Tolerancia a los efectos toxicos de los metales pesados

f) Buena adaptacion al medio ambiente y a distintas condiciones climaticas

g) Resistencia a patogenos y plagas

h) Facil cultivo y recoleccién

i) Repulsiva a herbivoros para evitar la entrada del metal en la cadena alimenticia
9.1 Cuantificacion de la eficiencia en la fitoextraccion

Existen diferentes pardmetros que pueden calcularse para conocer la eficiencia en la
fitoextraccion. La viabilidad y las pruebas de la capacidad de biorremediacion de
metales por las plantas en un suelo o agua estan aun limitados debido a que la mayoria
de las concentraciones experimentales se realizan en un rango especifico y no
proporcionan mucho conocimiento de cultivos a gran escala. Por eso, en estudios de
este tipo deberian suplementarse con modelos predictivos de la relacion entre la plantas

y la capacidad de captacion de metales (Liang y col., 2009).

Uno de los primeros parametros que deben ser cuantificados es el factor de
bioconcentracién. El factor de bioconcentracion indica la eficiencia de las plantas en
acumular metal en un tejido en relacion con el medio que le rodea (Zhuang y col.,

2007). La ecuacion que lo calcula es la siguiente:

e Factor de Bioconcentracion (FBC)= Concentracion en el tejido / Concentracion en el

suelo

Este parametro también puede representarse en porcentajes y nombrandolo entonces

como Factor de Acumulacion (Wilson y Pyatt., 2007).

e Factor de acumulacién (FA)= (Concentracién tejido /Concentracidn suelo) X 100
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Otro parametro importante es el factor de translocacion. Este pardmetro indica la
eficiencia de la planta en translocar el metal acumulado desde la raiz hasta las hojas. La

ecuacion que lo calcula es la propuesta en Padmavathiammay Li., (2007).
e Factor de translocacion (FT)= Concentracion en tallos/ Concentracién en raiz

Tanto el FBC como FT son importantes a la hora de definir hiperacumuladores y de
medir la capacidad de fitoextraccion de metales pesados. Sin embargo, éstos parametros
deben ser comparados con la capacidad de crecimiento de las plantas en suelos
homogenizados o cultivos hidropdnicos ya que suelos con grandes concentraciones de
metales pueden dar FBC menor de 1, o plantas crecidas en suelos con deficiencia en
metales esenciales pueden tener una alta capacidad de secuestras metales y por tanto un

muy alto FBC.
9.2 Limitaciones en la fitorremediacién

Aunque las técnicas de fitorremediacion tienen un futuro prometedor, existen algunas
limitaciones para las aplicaciones (Mukhopadhyay y Maiti., 2010; Naees y col.,
2011; Ramamurthy y Memarian, 2012).

a) Largos periodos de tiempo para lograr la detoxificacion

b) Limitaciones en la extraccion por la poca biomasa o el lento crecimiento de las

plantas

c) Dificultad en la movilizacion de metales unidos a compuestos del suelo:

Limitada biodisponibilidad

d) Limitada a sitios con moderada contaminacion ya que el crecimiento de las

plantas no es sostenible con grandes cantidades de contaminantes
e) Riesgo de entrada de los metales en la cadena alimentaria
9.3 El futuro en la fitorremediacion

Debido a que ésta es una técnica novel, lo mejor se espera que llegue en un futuro
proximo. En la actualidad, se necesitan mayores experimentos a largo plazo en ensayos
de campo donde se tengan en cuenta las variaciones de temperatura, nutrientes,

precipitaciones de lluvia, patdégenos de planta, presencia de herbivoros, distribucion del
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contaminante, tipo y pH del suelo, su estructura, etc. (Vangronsveld y col., 2009).
Todos estos estudios son necesarios para hacer real la comercializacion de esta
tecnologia. Si ademas, aplicamos la ayuda de otros organismos que promuevan el
crecimiento y desarrollo de las plantas y ademas protejan a las plantas de los efectos
adversos de los metales, la mejora en la eficiencia seria considerable (Mleczek y col.,
2013).

Existen también muchas investigaciones en marcha sobre la identificacion de genes
diana especificos para la hiperacumulacion de metales pesados en plantas especialmente
considerados para ser modificados o introducidos en otras especies (Barabasz y col.,
2010). Las plantas transgénicas generadas de estas tecnologias, que tendrian
caracteristicas deseadas en fitorremediacién, se podrian combinar por técnicas
tradicionales con otras especies o incluso usar méetodos de hibridacion como la fusion de
protoplastos (Pollard y col., 2002). No obstante, estas nuevas técnicas deben ser
estudiadas cuidadosamente e inteligentemente para no producir dafios mayores en la
biosfera. Pero a pesar de las lagunas que aun existen en estas técnicas, la
fitorremediacion se prevee que sea una de las técnicas verdes con mayor potencial en el

futuro.
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SUMMARY



1. ABSTRACT

Due to the high levels of contamination in the world, it is necessary
develop successful strategies to clean the environment avoiding expense
physicochemical methods. In this context, bioremediation provides a good
cleanup strategy. This research analyzes three different biotechnological
tools designed for bioremediation of metal and metalloids in soils or

waters.
2. METHODOLOGY

These tree tools involve, from whole transgenic plants (A. thaliana) to
composite plants of M. truncatula and hairy roots of N. tabacum. The
following approaches have been undertaken: a) Generation of transgenic
Arabidopsis thaliana by overexpressing the metallothionein gene mt4a in
vegetative tissues, in order to increase metal tolerance or accumulation; b)
Generation of composite Medicago truncatula plants by heterologous
expression of mt4a from A. thaliana in roots, in order to improve tolerance
towards metals and nodulation, and enhance metal phytostabilization in
soils; c) Generation of transgenic tobacco hairy roots expressing the
bacterial genes copC (encoding a copper-binding protein) or arsB
(codifying an arsenite efflux pump) in order to accumulate Cu or As,
respectively, from polluted waters. In the last case, subcellular targeting to
the vacuole was also attempted in order to further increase accumulation or
to decrease stress generated by metals. These plants were exposed to
different heavy metals, including Zn, Cu and As. Several studies were
made: determination of growth and physiological parameters, accumulation
profiles, bioconcentration factors, antioxidants assays and analysis of

transcriptomic and metabolomic profiles.

3. RESULTS
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The results suggest that these plants, expressing different genes, showed
improved tolerance towards heavy metal, as deduced from growth and
physiological parameters. Concerning metal accumulation, the results were
heterogeneous: a) A. thaliana showed a mild increment in Cu accumulation
in roots, without increases in Zn content. b) Composite plants of M.
truncatula exhibited enhanced tolerance towards Cu, lower oxidative stress
and better nodulation, together with increased Cu accumulation in roots,
suggesting an application in Cu phytostabilization in soils. ¢) Hairy roots
from N. tabacum expressing the copC gene achieved maximum
accumulation levels of Cu 45,000 pg. g* without displaying toxicity
symptoms, which, to our knowledge, was one of the highest Cu
concentrations in a biological sample. These results point to an interesting
use of this bio-tool in rhizofiltration. d) On the contrary, hairy roots from
N. tabacum expressing the arsB gene showed moderate increases in As
accumulation, probably due to a limitation in the entrance of this metalloid
through the plasma membrane. Unlocking metal uptake by strategies such
as phosphate deprivation or desiccation considerably enhanced metal
accumulation, to maximum levels of 10,000 pg. g™ when the ArsB pump
was targeted to the tonoplast. However, the oxidative stress and particularly
lipid peroxidation leading to membrane damage, was not alleviated.
Trancriptomic and metabolomic analyses suggest that in transgenic roots
expressing ArsB in the plasma membrane, genes involved in the electron
transport chain are highly overexpressed, whereas in those expressing AsrB
in the tonoplast, the glutathione/ phytochelatin synthesis pathway was

particularly induced.
4. DISCUSSION

In this work, several bio-tools based on transgenic expression of different

genes were generated. Genetic engineering has proved to improve the
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phytoremediation potential of whole plants or hairy roots by increasing
metal tolerance and/or accumulation. Transcriptomic and metabolomic
analyses led to the knowledge of overexpressed genes and compounds after
the exposition of hairy roots to As, being able to find targets for news

studies.
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0BJETIVOS




En este trabajo, se propone el disefio de una bateria de herramientas biotecnoldgicas
destinadas a aumentar la eficiencia y la eficacia de diferentes tipo de plantas que
expresen genes heterélogamente y asi comprobar y estudiar sus posibles aplicaciones y
su desarrollo en el futuro en casos de escalamiento a estudios en campo. Entre estas

estratégias se encuentran:
1. Plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana que sobreexpresan el gen mt4a

2. Plantas compuestas de Medicago truncatula que expresan el gen mt4a de A. thaliana

y sobreexpresan los genes ERN y ENOD12

3. Raices transgeénicas de Nicotiana tabacum que expresan el gen copC de
Pseudomonas fluorescens en el citoplasma y en la vacuola y el gen arsB de Ensifer

medicae en la membrana externa o en el tonoplasto

HERRAMIENTAS
BIOTECNOLOGICAS

— ' T~

Plantas Plantas Raices
transgénicas compuestas transgénicas
Suelos Suelos Aguas
Cu Zn Cu As Cu As
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PLANTAS TRANSGENICAS DE
ARABIDEPSIS THALIANA QUE EXPRESAN
LA METALOTIONEINA ESPECIFICA
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INTRODUCCION

Arabidopsis thaliana es la planta modelo por excelencia en investigacion de biologia de
plantas (Koornneef y Meinke, 2010). Perteneciente a la familia de las Brassicaceae es
nativa de Europa, Asia y del noroeste de Africa. El uso de esta planta herbacea como
modelo de las plantas en el laboratorio se consolid6 en los afios 80 (Meyerowitz, 1989).
Las caracteristicas que la han hecho elegida, son un ciclo de vida rapido, produccion de
numerosa progenie, requiere poco espacio y es facil de cultivar en invernaderos o
camaras de cultivo. También ha influido el tamafio relativamente pequefio de su genoma
que fue secuenciado en su totalidad en el afio 2000 por la Arabidopsis Genome
Initiative. Las 120-megabases del genoma de Arabidopsis estdn organizados en 5
cromosomas que contienen aproximadamente 20.000 genes (Meinke y col., 1998).
Ademas, su genoma contiene baja proporcién de secuencias repetidas de ADN y puede
ser manipulado mediante ingenieria genética con mayor facilidad y rapidez que otras
plantas (Bechtold et al., 1993). Por todo esto, la investigacion en Arabidopsis abarca
todo tipo de campos y procesos bioldgicos desde la germinacidn, la floracion, o la

respuesta a diferentes tipos de estres.

En este capitulo, se ha utilizado esta planta modelo para disefiar una primera
herramienta biotecnoldgica enfocada a la fitoestabilizacion de metales pesados en

suelos.

Debido a su capacidad de quelar metales, los genes de las MTs son elegidos para
manipulacion genética con fines en fitorremediacion de metales pesados (Kramer y
Chardonnais, 2000; Pilon-Smits y Pilon, 2002). Se han realizado varios ensayos para
incrementar los niveles de diferentes MTs, en E. coli, levaduras y plantas y en algunos
casos se ha descrito un aumento de la tolerancia a Cu y a otros metales (Tommey y col.,
1991; Evans y col., 1992; Eapen y D’Souza, 2005). Especialmente en plantas, se han
expresado diversas metalotioneinas para potenciar la tolerancia a Cd, su acumulacion o
distribucion (Mejaré y Bilow., 2001). Las primeras aproximaciones sobre este tipo de
experimentos aparecieron en 1989, donde la MT-Il procedente de humanos se clon6 en
tabaco y colza, aumentando la tolerancia de estas plantas a concentraciones de Cd de
100 uM (Misra y Gedamu, 1989) (Tabla 1). Otras MTs de raton, humanos e incluso de

guisante también han servido para transformar desde tabaco, a Arabidopsis, e incluso
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procariotas como E. coli, aumentando la tolerancia e incluso en ciertas ocasiones la
acumulacion de metales como Cd, Cuy Zn (Tabla 1).
Tabla 1. Expresion de diferentes MTs de distintos organismos en plantas para la mejora en acumulacion y

tolerancia a metales pesados.
Expresion de diferentes MTs en plantas transgénicas

Tipo MTs Planta Efecto Referencia

MT-11 Humano Tabaco, colza Tolerancia Cd Misra y Gemadu., 1989
MT-I Rat6n Tabaco Acumulaciéon Cd Maiti y col., 1989
MTa Guisante Arabidopsis Acumulacién Cu Evans y col., 1992
MT-I1 Hamster E.coli Acumulacién Cd Hattori y col., 1994
MT-la Higado humano Tabaco Toleranciaa Cd Pany col., 1994
MT-I Raton Tabaco Tolerancia Cd Pany col., 1994
MT-I Humano Tabaco Acumulacién Cu Borne y col., 1998
Nicotiana glutinosa MT- Tabaco Tolerancia a Cd Shuy col., 1998
like

MT-levaduras (CUP1) Tabaco Acumulacién Cu Thomas y col., 2003
MT-I Guisante Alamo blanco Acumulacion y  Turchiy col., 2012

toleranciaa Cu 'y Zn

Por ello, en este capitulo se ha sobre expresado una metalotioneina (MT) en plantas de
A. thaliana con efecto de incrementar su tolerancia a metales pesados o su capacidad de
acumular estos elementos toxicos. En particular, se ha sobreexpresado la MT especifica
de semillas de A. thaliana, codificada por el gen mtd4a. Esta MT, intervine,
probablemente, en la embriogénesis y en la preparacion de las semillas para los periodos
secos y también proporciona a la planta un mecanismo de almacenamiento de Zn y otros
metales que son requeridos para el crecimiento y la germinacion (Kawashima y col.,
1992; White y Rivin, 1995). Las MTs de las plantas estan clasificadas en 4 tipos segun
los residuos de cisteina que contienen (MT1a, MT2a, MT2b, MT3, MT4a y MT4b). Las
MTs tipo 4 (MT4a y MT4b), confieren una gran tolerancia y acumulacién frente a Zn

con respecto a las demas MTs, siendo MT4a la que mayor acumulacion proporciona.
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Ademas, esta MT también aumenta la tolerancia de Co, aunque es inefectiva frente a Cd
(Guao y col., 2008) por lo que es interesante conocer el efecto que produce su

sobreexpresion frente a Cu.

RESULTADOS

1. Expresion transgénica de mt4a en Arabidopsis thaliana

El gen mt4a de A. thaliana se expresa de forma especifica en las semillas (Guo y col.,
2008) y no en otros tejidos, por lo que se pudo comprobar el éxito de la transformacion
midiendo la expresion del gen (mediante técnica de RT-PCR semicuantitativa) en los
tallos de las plantas de 7 dias de crecimiento. Para normalizar los resultados de las
diferentes muestras, se uso6 el gen ACT2, que codifica a la actina, como control. Las
plantas transgénicas mostraron diferentes niveles de expresion de mt4a (Figura 1A).
Como se esperaba, no se encontrd expresion en plantas control. Las lineas transgénicas
mtda-7 y mtda-10 mostraron los mayores niveles de expresion (de 1 y 0,98
respectivamente) (Figura 1B) y fueron las elegidas para la continuacién de los estudios.
Las otras dos lineas, mt4a-8 y mt4a-10, alcanzaron menor nivel de expresion de 0,91 y

0,82 respectivamente.

Antes de estudiar la tolerancia en plantas maduras, se comprobé la expresion del gen
mtda en raices y tallos en las lineas mt4a-7 y mt4a-10 con 30 dias de crecimiento. Una
vez mas, no se encontrd expresion alguna en raices y tallos de plantas silvestres. Se
observaron altos niveles de expresion en ambos tejidos (Figura 1C). No se observaron
diferencias de expresion entre raices y parte aérea, asi como tampoco entre ambas lineas

transgénicas.
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Figura 1. Andlisis mediante RT-PCR de la expresion del gen mt4a en lineas transgénicas de A. thaliana.
(A) Expresion de mt4a en plantas control (wt) de 7 dias de edad. No se detecta transcripcion de mtda en
plantas control. Como control, se utilizd la expresion mediante RT-PCR del gen de la act2. (B) Niveles
de expresion las diferentes lineas transgénicas que expresan mt4a en tejidos vegetales. Los mayores
niveles de expresidn se encontraron en las lineas transgénicas mt4a-7 y mt4a-10. (C) Anadlisis por RT-
PCR de la expresion del gen mt4a en raices (R) y tallos (S) de plantas transgénicas y silvestres. Se
encontraron niveles de expresion similares en raices y tallos en ambas lineas transgénicas. No se encontré
expresién del gen mt4a en raices o tallos de plantas silvestres

2. Influencia de la sobreexpresion de mt4a en la germinacion de las semillas de
Arabidopsis thalina en presencia de Cu 0 Zn

Con el objetivo de analizar si la sobreexpresion del gen especifico de semillas mt4a
afecta a la germinacién de las semillas de A. thaliana en presencia de Cu o Zn, las
semillas silvestres y transgénicas se germinaron en presencia de elevados niveles de Cu
0 Zn. En el rango de concentraciones entre 25 y 100 mM de Cu, no se afecto
significativamente la germinacion. A concentraciones mayores de 150 mM, se observo
un efecto positivo de la expresion de mtda en la germinacién, especialmente en la linea
mtd4a-10. La germinacion se incrementd en este caso alrededor de un 15%. En relacidn
con el Zn, no se observaron efectos en la germinacion de semillas a concentraciones
entre 0-200 mM (Figura 2).
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Figura 2. Porcentaje de germinacion se semillas de A. thaliana frente a concentraciones de 0-150 mM de
Cuy de 0-200 mM de Zn

3. Influencia de la expresion de mt4a en tejidos vegetales sobre la toleranciaa Cu y

Zn de plantas de A. thaliana

Para determinar si la expresion de mtda en tejidos vegetativos tiene influencia en la
tolerancia a Cu y Zn en plantulas, se germinaron semillas transgénicas de mt4a-7 y
mt4a-10 en medio solido MS (Murashige y Skoog, 1962) durante 3 dias y se
transfirieron y mantuvieron durante 11 dias en medio MS fresco o en medio MS
suplementado con CuSO4 100 uM 6 con ZnCl, 200 uM. Al analizar concentraciones
mas altas de Cu (150 pM), no se encontraron diferencias significativas entre las plantas
silvestres y las transgénicas, ya que esa concentracion es letal para las semillas crecidas
en placas de agar. El crecimiento se midié pasados 4 dias (plantas de 7 dias). En
presencia de Cu, las raices de las plantas transgénicas de las lineas mt4a-7 y mt4a-10
crecieron el doble de longitud que las raices de las plantas control (Figura 3A'y 3B). A
diferencia del Cu, una concentracion de 200 uM de ZnCl, redujo s6lo un 10% la
longitud de la raiz de las plantas control sin diferencias significativas entre ambas
(Figura 3A). Utilizar la longitud de la raiz como parametro para medir la tolerancia a Zn
durante periodos de tiempo prolongados en placas de agar es complicado debido al
extenso desarrollo de raices laterales. Por tal motivo, se eligié la biomasa como segundo
pardmetro para evaluar las diferencias en la tolerancia a Cu y Zn entre lineas
transgénicas y silvestres crecidas durante 14 dias (Figura 3C). En medio sin suplemento
de Cu, es indistinguible la biomasa de las plantas silvestres y de las que
sobreexpresaban mt4a. En presencia de 100 pM CuSO4 6 200 uM ZnCly, la biomasa de
las plantas silvestres se redujo significativamente entre un 32% y 40%, respectivamente,
mientras que las plantas que sobreexpresaban mt4a su biomasa se afecté de forma

minima cuando fueron tratadas con Cu o Zn.
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Figura 3. Tolerancia de plantas silvestres y transgénicas que sobreexpresan el gen mt4a de A. thaliana.
(A) Longitud de la raiz de plantulas control de 7 dias de crecimiento y plantulas transgénicas crecidas en
ausencia o presencia de metal. Las semillas se germinaron y crecieron en medio MS durante 3 dias y
fueron posteriormente transferidas a medio fresco MS (control) o a medio con 100 mM CuSO, (+Cu) 6
200 uM ZnCl; (+Zn). El crecimiento de las plantulas se midi¢ después de 4 dias (B) Longitud de la raiz
de las lineas control y las que sobreexpresan mt4a en medio MS y medio con 100 mM CuSO, (+Cu). Se
muestran plantas representativas. (C) Anélisis cuantitativo del peso seco de A. thaliana silvestre y de las
lineas transgénicas mtda-7 y mtda-10. Las semillas se germinaron en medio MS durante 3 dias y se
transfirieron més tarde a medio MS fresco con 100 mM CuSO, (+Cu) 6 200 mM ZnCl, (+Zn). El peso
seco se determind en plantulas de 7 dias. Las barras de error representan la desviacion estandar de un
ntmero de 20 plantulas. Las diferencias significativas se calcularon por el test de Student y se indican por
uno (p < 0,05) o dos (p < 0,01) asteriscos
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4. Tolerancia y acumulacion de Cu y Zn en plantas transgénicas maduras de A.

thaliana

Las semillas transgénicas y silvestres se cultivaron en invernadero en macetas con tierra
comercial. Pasada una semana, las plantas se regaron con 150 pM de CuSO4 6 200 uM
de ZnCl, durante 3 semanas (Figura 4A). EI 35% de las plantas silvestres par6 de crecer
en presencia de Cu, mientras que solo el 15% de las plantas transgénicas se afectaron
(Figura 4A). En relacion al Zn, casi el 75% de las plantas control pararon su crecimiento
cuando fueron regadas con la solucién con el metal, mientras que el crecimiento de las

plantas transgénicas no se vio visiblemente afectado (Figura 4B).

El anélisis cuantitativo del peso fresco también revelo claras diferencias en la respuesta
de las plantas silvestres y de las transgénicas por la exposicion al metal (Tabla 2). Sin
la presencia de metal, no se registraron diferencias apreciables en el peso fresco de
plantas control (10,85 + 0,93 mg) vy las lineas transgénicas mt4-7 (11,05 = 1,14 mg) y
mt4a-10 (10,78 £ 0,84 mg). El peso fresco de las plantas control se redujo entre un 30%
y un 65% en presencia de Cu y Zn respectivamente. En cambio, las lineas transgénicas
mostraron una menor reduccion en el peso fresco cuando fueron expuestas a Cu y Zn,

alrededor de un 15% y un 12%, respectivamente.

(A)

Figura 4. Tolerancia de plantas maduras silvestres y transgénicas de Arabidopsis thaliana. (A, B)
Representan las diferencias entre la biomasa de plantas silvestres (WT) y de lineas transgénicas mt4a de
regadas con Cu o Zn respectivamente. 7 mg de semillas estériles se cultivaron en macetas con tierra
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comercial en invernadero. Pasada una semana, las plantas se regaron con soluciones que contenian 150
MM CuSQO,4 6 200 uM ZnCl, durante 3 semanas mas. Se muestra una serie de macetas representativas

Tabla 2. Andlisis del crecimiento (% plantas viables) y del peso fresco (FW por planta) de plantas
silvestres (wt) y de plantas transgénicas (mt4a-7 y mt4a-10). Las plantas se regaron durante 3 semanas
con 150 mM CuSO, 6 200 uM ZnCl,. Los datos representan £ SE de tres experimentos diferentes (por
cada experimento n=30)

Wt mt4a-7 mt4a-10
+Cu +Zn +Cu +Zn +Cu +Zn
Crecimiento (%) 6515 25+3 82+3 98+2 8615 95+3
Peso seco (mg) por planta  7,52+0,59  3,79+0,63  9,44+0,81* 9,72+0,78* 9,07+0,72* 9,91+0,81*

Ademas, se determind la acumulacién de Cu y Zn tanto en plantas silvestres como en
las lineas transgénicas mt4a-7 y mt4a-10, ambas crecidas en un sistema hidroponico.
Sin afadir ningun suplemento de un metal, no se observaron diferencias en el contenido
de Cu y Zn en raices y tallos de plantas transgénicas o silvestres (Figura 5A y B).
Cuando las plantas silvestres se regaron con Cu, acumularon alrededor de 5 veces mas
metal en parte aérea y 10 veces mas de metal en raices (Figura 5A). Sin embargo, la
expresion de mtd4a en plantas transgénicas increment6 la acumulacién de Cu entre un
30-40% mas, en raices y parte aérea, con respecto a las plantas silvestres (Figura 5A).
Por el contrario, las plantas silvestres regadas con Zn, su acumulacion de se incremento
entre 2,5y 5 veces en la parte aérea y en las raices, respectivamente. En contraste con el
Cu, la concentracién de Zn no se incrementd en las lineas transgénicas en comparacion
con las plantas silvestres (Figura 5B).

Asi mismo, se calculé también el factor de translocacion (FT) tanto de las plantas
control como de las transgenicas en presencia de ambos metales. EI FT fue
practicamente el mismo para las plantas control en presencia tanto de Cu como de Zn.
Con respecto a ambas plantas transgénicas, el FT se incremento, sin diferencias

significativas, de forma muy ligera en presencia de ambos metales (Figura 5C).
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Figura 5. Acumulacion en plantas silvestres (WT) y plantas transgénicas (mtd4a-7 y mtda-10). (A)
Contenido de Cu en tallos y raices de plantas crecidas en medio control (control) o regadas durante 3 dias
con 150 pM CuSO, (+Cu). (B) Contenido de Zn en parte aérea y raices de plantas crecidas en medio
control (control) o regadas durante 3 dias con 200 uM ZnCl, (+Zn). Los datos que se representan
muestran = SE de tres experimentos independientes. Las diferencias significativas de las plantas silvestres
fueron determinadas por el test de “Student” (p < 0,05) y estan indicados con un asterisco. (C) Factor de
translocacion de las plantas silvestres (WT) y de las plantas transgénicas (mt4a-7 y mt4a-10) en presencia
de CuyZn

DISCUSION

Las metalotioneinas son una familia de proteinas ricas en cisteinas que juegan un papel
importante en la tolerancia a metales y su homeostasis (Hassinen y col., 2011). Todas
ellas son capaces de unir metales como Cu, Zn, Cd, Hg y Pb, aunque tienen una alta
afinidad para Cu y Zn (Henkel y Krebs, 2004). En el genoma de A. thaliana hay 9 genes
de MTs (NC_003071.7). Recientemente, se ha descifrado la contribucién individual de
las diferentes MTs de A. thaliana y su papel en la homeostasis y tolerancia a metales
pesados (Guo y col., 2008). Ademas de esta funcion, se han descrito nuevos papeles
para algunas MTs de plantas, como la detoxificacién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) (zhu y col., 2009).

La sobreexpresion de proteinas de otros organismos en plantas para la mejora de la
acumulacién o de la tolerancia a metales es una metodologia que se ha venido utilizando
cada vez mas en los ultimos afos (Eapen y D”Souza, 2005; Doty y col., 2008; Mello-
Farias y Chaves, 2008; Pajuelo y col., 2014). Desde hace casi veinte afios, se ha descrito
una correlacion entre la sobreexpresion de diversos genes de MTs y un aumento
tolerancia a Cu y Cd cuando estas plantas son expuestas a dichos metales (Murphy y
Taiz., 1995, Karenlampi y col., 2000, Kramer y Chardonnens, 2001). Aunque, la
mayoria de estos estudios se centran en la expresion de las MTs tipo 1 y 2, ya que
fueron las primeras descubiertas. En este capitulo, sin embargo, se han descrito los

experimentos realizados para probar como la expresion del gen mt4a mejora la
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tolerancia en A. thaliana. En particular, la MT empleada en este caso, mt4a, posee una
alta afinidad por Zn comparada con otras isoformas de MTs, protegiendo a las plantas
frente a la toxicidad producida por este metal. Ya en ensayos en levaduras se ha
comprobado la capacidad de este tipo de MT para proporcionar tolerancia e incluso

potenciar la acumulacion de Zn (Guo y col., 2008).

Los ensayos de tolerancia y acumulacion en A. thaliana realizados, se abarca todos los
estados diferentes de desarrollo de la planta: desde la germinacién de las semillas, hasta
en plantas de corto periodo de crecimiento (entre 7-14 dias) y en plantas maduras de un
mes. En relacidn a la germinacion, la sobreexpresién de mt4a no mejoraba este proceso
ni en presencia de Cu ni de Zn. Ademas, estos dos metales no se han descrito como
inhibidores de la germinacion (Li y col., 2005). Por otra parte, es en el desarrollo mas
temprano de la plantas control, donde se ha observado mayor sensibilidad a los efectos
toxicos del Cu y del Zn, ya que se produce una disminucion en el crecimiento de la raiz
y en la biomasa. Esta disminucién en la longitud de raiz y en la biomasa, también fue
descrita por Li y col., (2005) cuando expusieron plantas de A. thaliana a varios metales.
Sin embargo, al sobreexpresar el gen mt4a, no se ha observado una disminucion de ésta.
Este hecho puede ser debido a que se produce un aumento de la tolerancia a Cu y la
planta es capaz de continuar con su crecimiento en exposicion tanto a Cu como a Zn.
Esta proteccion que se produce frente a ambos metales también se ha observado en
plantas maduras de 30 dias de crecimiento, en las que se producia un aumento de la

biomasa y de la viabilidad de éstas.

En relacién con la acumulacién de Cu o Zn, también se midié en plantas maduras de 30
dias. En plantas no hiperacumuladoras como es A. thaliana, la acumulacién se produce
mayoritariamente en la raiz ya que una translocacion hacia los tallos aumenta la
toxicidad de los metales al ser estos inhibidores de la de la fotosintesis (Sharma y
Agrawal, 2005). De hecho, la fotosintesis es uno de los proceso mas inhibidos por la
presencia de Cu, debido a su efecto sobre el transporte de electrones en los tilacoides
(Yruela, 2005; Cambrollé y col., 2008; Padua y col., 2010) Por consiguiente, tanto las
plantas control como las transgénicas acumularon tanto Cu como Zn mayoritariamente
en la raiz aunque con diferencias, posiblemente debidas a una mayor afinidad de las
MTs por el Cu con respecto al Zn. Es mas, se ha demostrado con anterioridad que la
detoxificacion de Cu ocurre principalmente por esta via de MTs y no por otro tipo de

quelantes de metales (Callaham y col., 2006).
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En general, la sobreexpresion de genes de MTs se correlaciona con incrementos en la
tolerancia a metales pesados (Misra y Gedanu, 1989; Pan y col., 1994), si bien en
algunos casos también se han descrito incrementos moderados en la acumulacion de Cu
y Cd (Evans y col., 1992; Hasegawa Yy col., 1997). En este caso, los resultados sugieren
que la expresion del gen mt4a en tejidos de A. thaliana, aumenta claramente la
tolerancia tanto a Cu como a Zn aunque la acumulacion solo se aumenta ligeramente en
el caso de plantas maduras regadas con Cu, ya que en el caso del Zn, el aumento de la
tolerancia no esta seguido de un aumento en la acumulacion (Rodriguez-Llorente y col.,
2010). Por otra parte, la expresion del gen mt4a no parece afectar al FT, ni en presencia
de Cu ni de Zn, ya que en el segundo caso la acumulacién no se afecta, mientras que en
el primero, el moderado incremento en la acumulacion de Cu se produce tanto en parte
aérea como en raices, no afectando al valor de TF. Sin embargo, dado que se produce un
incremento en la biomasa de raices, las plantas modificadas acumulan un mayor
contenido total de Cu y Zn, a consecuencia del incremento de la biomasa. La mayor
tolerancia a MP de las lineas transgénicas avala su utilizacion como herramienta

biotecnologica para la fitoestabilizacion de Cu/Zn en suelos.
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HERRAMIENTA BIOTECNOLOGICA 2:
PLANTAS COMPUESTAS DE MEDICAGO TRUNCATULA
EN LA BIORREKEDIACION DE
SUELOS CONTAMINADOS COMN COBRE y ARSENICO
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INTRODUCCION

Las fabaceas (Fabaceae) son una familia de gran interés comercial y agronémico con
maxima importancia a nivel mundial (Gramham y Vance, 2003; Abate y col., 2012).
Entre esta familia se encuentran especies como el garbanzo (Cicer arietinum), la soja
(Glycine max), la lenteja (Lens culinaris), la alfalfa (Medicago sativa), las judias
(Phaseolus vulgaris), el guisante (Pisum sativum) entre otras. La importancia de estas
especies radica en la utilizacion de su fruto o de sus hojas como alimento para humanos
y para la ganaderia, debido a que los granos secos separados de sus vainas tienen un alto
valor nutritivo al ser una fuente importante de proteina, hidratos de carbono, hierro, zinc

y magnesio (Serraj y Adu-Gyamfi, 2004; Saxena y col., 2010).

Una de las caracteristicas de mayor importancia en esta familia es la posibilidad de
captacion de nitrogeno atmosférico mediante la asociacion de tipo simbiosis mutualista
con bacterias de distintos géneros como Allorhizobium, Sinorhizobium, Rhizobium,
Bradyrhizobium, etc. (Olroyd y Downie, 2008; Ferguson y col., 2010). Esta simbiosis se
produce mayoritariamente en la raiz después de un proceso de infeccién inducido por la
propia planta, credndose asi una estructura llamada nddulo en cuyo interior se realiza la
fijacion de nitrogeno (Udvardi y Poole, 2013). Esta asociacion es beneficiosa para la
bacteria, ya que la planta le aporta nutrientes en forma de carbono (succinato) (Udvardi
y Poole, 2013). Junto con Lotus japonicus, Medicago truncatula es la leguminosa
modelo aceptada siendo la herramienta usada para estudios tanto genéticos como

funcionales (Tadege y col., 2009; Sprent y James, 2008).

La utilizacidn de esta simbiosis para la eliminacién de contaminantes se enmarca dentro
de la rhizoremediacion (Kuiper y col., 2004) y ha suscitado un gran interés en los
altimos afios (Reichman, 2007; Pajuelo y col., 2011; El Aafi y col., 2012). Desde el
punto de vista de la biorremediacion, este proceso se vislumbra muy atractivo, debido a
que la raiz ofrece una amplia superficie para la colonizacion bacteriana, permite a los
microorganismos desplazarse a zonas mas profundas del suelo y entrar en contacto con
mas contaminantes (Pajuelo y col., 2014) mientras que el nitrégeno aportado al suelo

mejora el establecimiento de nuevas plantas.

Para que la simbiosis leguminosa-rizobio pueda utilizarse en biorremediacion de
metales pesados, es necesario utilizar plantas leguminosas y rizobios tolerantes a éstos

(Pajuelo y col., 2011; Ahmad y col., 2012). En el caso de no encontrar simbiontes
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suficientemente tolerantes, la ingenieria genética permite obtener organismos con
tolerancia a metales pesados incrementada (Pilon-Smits y Pilon, 2002). Por ejemplo, se
han obtenido rizobios modificados genéticamente que expresan genes de MT en la
superficie celular (Sriprang y col., 2002), de la fitoquelatina sintasa (Ike y col., 2007) o
los genes copAB del operdn de resitencia a Cu de Pseudomonas (Delgadillo y col.,
2014), capaces de incrementar la tolerancia o acumulacion de determinados metales
pesados, o de incrementar la nodulacién en condiciones de estrés por metales pesados.
En el campo de la biorremediacion, Medicago es un género muy util debido a que
presenta una mayor tolerancia a metales en comparacién con otras plantas (Peralta-
Videa y col., 2008). Como herramienta biotecnologia en fitorremediacion, la utilizacién
de Medicago es muy adecuada por el hecho de que es capaz de fitoestabilizar metales en
suelos (Chen y col., 2008; Zribi y col., 2014). Al contrario que en el caso de los
rizobios, no se ha abordado la obtencion de leguminosas modificadas genéticamente.
Esto es debido a que la obtencion de leguminosas transgénicas es mas complicada,
laboriosa y lenta que para Arabidopsis. Como alternativa se utilizan como modelo las
plantas compuestas con parte aérea silvestre y raices transgénicas. Las plantas
compuestas aportan una serie de ventajas frente al uso de otros modelos como
Arabidopsis. Entre estas ventajas se encuentra el hecho de que al ser transgénica solo la
raiz, la posibilidad de que se produzca una diseminacion génica es nula, caracteristica
deseable cuando estamos hablando de la implantacion de cultivos transgénico (Daniell,
2002). Por ello, se han utilizado con éxito para el estudio de procesos que ocurren en la
raiz, como la nodulacion (De Lorenzo y col., 2009; De Zélicourt y col., 2012), o en
nuestro caso la biorremediacion. Ademas, que la parte aérea sea silvestre evita que,
aunque haya translocacion del metal, estd ocurra en alta proporcion y pase asi a la

cadena alimentaria.

En este capitulo se ha abordado la obtencion de plantas compuestas de Medicago
truncatula, con capacidad de biorremediacion o tolerancia incrementada a Cu y As. Para
el caso del Cu, se ha expresado el gen de metalotioneina, mtda, para mejorar la

acumulacion y/o tolerancia frente a Cu de Medicago truncatula.

En el caso del As, se procedio a expresar dos genes diferentes por separado ERN y
ENOD12. La eleccidn de ambos genes ha estado basada en estudios anteriores donde se
ha demostrado que ambos se encuentran en condiciones de sobreexpresion cuando

Medicago truncatula era expuesta a As (Lafuente y col., 2014). El gen ERN codifica un
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factor de transcripcion dependiente de etileno requerido para la nodulacion, que actla
directamente regulando la transcripcion de ENOD11 a través de la activacion de las
regiones “NF-responsive, NF-box” (Cerri y col., 2012). El otro gen elegido para la
transformacion, ENOD12, esta relacionado en el proceso de infeccidn por la bacteria

simbidtica (Scheres y col., 1990; Bauer y col., 1994).

Para obtener estas plantas compuestas, se utilizd el método de transformacion por
Agrobacterium (Tepfer, 1984), en el cuél, se puede introducir ADN exdgeno en el
genoma de la planta, a través de los plasmidos Ri y con la regeneracion de las célula
transformadas capaces de expresar la informacion introducida. Cuando para realizar esta
ingenieria genética se utiliza A. rhizogenes, se generan de forma facil y rapida raices
transgénicas (RT) (“hairy roots”). Al provocar una herida en la raiz silvestre, 10s
compuestos fendlicos que exuda la raiz marcan el inicio de la infeccion por A.
rhizogenes (Blanco y col., 2003) que es capaz de insertar en el genoma de la raiz un
fragmento (T-DNA) del plasmido Ri. A partir de ese momento, se produce el
crecimiento de una “raiz en cabellera”. En el T-DNA, se encuentran los genes rol (A, B,

C y D) que alteran la fisiologia de la planta.

RESULTADOQOS

1. Confirmacion de la transgénesis de las raices de Medicago truncatula

La confirmacion de la expresion heterdloga de los genes mt4da, ERN y ENOD12 en
raices transgénicas de M. truncatula se llevo a cabo mediante PCR. El gen se amplificd
con los cebadores especificos de cada gen descritos en Materiales y Métodos. Los
productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa tras la correspondiente
electroforesis. Para el gen mt4a, se observo unas bandas de tamafio aproximado de 300
pb, correspondiente al tamafio de dicho gen (Figura 1A). Esto indica que las raices de

las plantas son transgeénicas.
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Figura 1. (A) Gel de agarosa en el que se observan las bandas correspondientes a la amplificacion del gen
mtda. El carril 1 es el marcador de 1 kb. Los carriles 2, 4, 5, 6 y 11 muestran unos fragmentos de
aproximadamente 300 pb que corresponde con raices transgénicas que se han transformado
satisfactoriamente y expresan el gen mt4a

(B) 1 2 34 56 7% 9101

Figura 1. (B) Gel de agarosa en el que se observan las bandas correspondientes a la amplificacion de los
genes ERN y ENOD12. El carril 1 es el marcador de 1 kb. Los carriles 2, 3, 4 corresponden a unos
fragmentos de aproximadamente 800 pb que son el gen ERN. Los carriles 7, 8 y 9 muestran unos
fragmentos de aproximadamente 700 pb que corresponden al gen ENOD12. Los carriles 5, 6,10 y 11
corresponden a plantas sin trasformar

Ademas, como segunda comprobacion, se utilizé la expresion del gen GUS. La
presencia de este gen informador en el vector utilizado, codifica una enzima capaz de
teflir las raices transgénicas de color azul cuando se usa una solucion de X-gluc
(Jefferson y col., 1997). Las plantas transgénicas se visualizaron con la lupa (Figura 2A,

D). Las raices no transformadas mantienen el color blanco.
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Figura 2. (A) Expresiéon del gen informador GUS en raices transgénicas de Medicago truncatula cuando fueron
tefiidas con X-gluc. Estas muestran un tono azulado en el tallo. (B) Plantas de Medicago truncatula sin transformar
que no expresan el gen informador GUS en los tallos y se muestran de color blanco

2. Estudios de la nodulacién y de los parametros fisiologicos de plantas compuestas
de Medicago truncatula expuestas a diferentes concentraciones de Cu.

Para conocer si la expresion del gen mt4a en raices de M. truncatula mejoraba la
tolerancia a Cu, las plantas compuestas fueron depositadas en macetas cerradas estériles
y se regaron con soluciones de medio BNM liquido suplementado con 100 y 200 uM de
Cu. Ademas, la inoculacion se realizd con dos cepas diferentes de Ensifer medicae
(MA11), una silvestre (MA11) y otra modificada genéticamente que expresa los genes
copAB del operon de Cu de P. fluorescens Az13 (Delgadillo y col., 2014) (MA11-
CopAB). La inoculacion con la bacteria modificada genéticamente tenia el objetivo de
comprobar si con esta estrategia se podia mejorar ain mas la tolerancia y acumulacion
de Cu. Tras 28 dias de exposicion, las plantas se recolectaron y se procedio a la

medicion de los pardmetros fisiologicos y de la nodulacion.

El aspecto visual de las plantas fue muy diferente segin expresaran el gen de
Arabidopsis o0 no. Incluso sin la exposicion a Cu adicional, el aspecto de las plantas
compuestas que expresaban el gen mt4a fue muchisimo mejor que las control (Figura
3A). Esta tendencia se mantuvo a medida que se incrementaron las concentraciones de
Cu (Figura 3 B, C).
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Figura 3A. Plantas compuestas de Medicago truncatula sin exponer a Cu
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Figura 3C. Plantas compuestas Medicago truncatula expuestas a 100 uM de Cu

Los parametros medidos a parte del aspecto visual fueron: la longitud de la raiz, el peso
seco de la parte aérea y el peso seco de la raiz. La longitud de raiz de las plantas
compuestas que no estaban expuestas a concentraciones de Cu externo, fue diferente
segun expresaran (11,5-11,8 cm) o no (8-9 cm) el gen mtda (Figura 4). Se encontraron
diferencias significativas por la expresion de dicho gen pero no por la inoculacién con
las diferentes bacterias (Figura 4). Cuando las plantas se expusieron a Cu (100 y 200
M) se observo que las plantas compuestas que expresaban el gen mt4a no presentaban
raices mas cortas. En las plantas control, mientras que las que fueron inoculadas con
MAL11-CopAB no sufrieron disminucion en la longitud de raiz, las inoculadas con

MA11 vieron disminuido este parametro de forma acentuada (Figura 4).
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Figura 4. Longitud de la raiz de plantas compuestas de Medicago truncatula inoculadas con MA1l y
MAL11-copAB y expuestas a diferentes concentraciones de Cu. Las barras de error muestran las
desviaciones estandar de las medias realizadas sobre un n=20. Las diferentes letras muestras resultados
significativamente diferentes con una p< 0,05

Se analizé la influencia de tres variables (expresién del gen mtda, inoculacion con
MAL11/ MA11-copAB y concentracion de Cu) sobre la longitud de la raiz. En este caso,
el factor que mas influy6é fue la inoculacion con MA11/MA11-copAB dando mayor
longitud de raiz las plantas inoculadas con la bacteria MA11-copAB. El segundo factor
de mayor influencia fue la expresion de gen mt4a, de modo que las plantas compuestas
que expresaban dicho gen presentaron una mayor longitud de raiz. Y finalmente el
factor que menos influy6 fue la concentracion de Cu. En las plantas control se produce
una disminucion de la longitud de la raiz a medida que aumenta la concentracion de Cu,
mientras que en las plantas compuestas, especialmente aquellas que esta inoculadas con

MAL1-copAB no se produce inhibicién en el crecimiento de la raiz.

Con respecto al peso seco de la parte aérea, éste fue el doble en aquellas plantas que
expresaban la mt4a en ausencia de suplementos de Cu (Tabla 1A). A concentraciones de
100 pM, los pesos secos de plantas compuestas inoculadas con MAL11-copAB fueron
iguales en el control y en las transgénicas, mientras que en las inoculadas con MA11,
las que expresaban mt4a, presentaron un peso seco 33% mayor que las control (Tabla
1A). Cuando se aplicaron concentraciones externas de Cu de 200 uM, tanto en plantas
control inoculadas con MA11 como con MA11-copAB, el peso seco disminuyo entre un
40-50%, mientras que las que expresaban el gen mt4a obtuvieron pesos secos dos veces

superiores a las que no lo expresaban (Tabla 1A).

Analizando el peso seco en raiz, la tendencia fue distinta. En ausencia de Cu todas las
raices tuvieron el mismo peso seco excepto las que expresaban el gen mt4a inoculadas

con MA11-copAB que tuvieron un peso seco superior (Tabla 1B). A 100 uM, todas las
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raices mantuvieron su peso seco. A concentraciones externas de Cu de 200 uM, las
raices control inoculadas con MA11-copAB redujeron su peso seco entre un 20-30%
mientras que las expresaban el gen mt4a obtuvieron un peso seco de casi 25% mas. Las

raices de las plantas inoculadas con MA11 no variaron su peso seco (Tabla 1B).

Tabla 1A. Pesos secos de la parte aérea de plantas compuestas de Medicago truncatula inoculadas con
MA11 o con MA11-copAB y expuestas a diferentes concentraciones de Cu

pMF2 pMF2+MT pMF2 pMF2+MT
Sin Cu externo 33,3 63 39,5 68,3
100 uM Cu 34,66 51,3 50 57,3
200 uM Cu 21,66 41,3 20,6 423

Tabla 1B. Pesos secos de la raices de plantas compuestas de Medicago truncatula inoculadas con MA11
0 con MA11-copAB y expuestas a diferentes concentraciones de Cu

pMF2 pMF2+MT pMF2 pPMF2+MT
Sin Cu externo 16,5 13,3 18 27
100 uM Cu 12,6 14 17,3 23,6
200 uM Cu 10 13 12,3 18,3

Otro parametro medido fue el nimero de nodulos por planta. En ausencia de Cu, se
observé una mejora ligera en el nimero de nodulos en las plantas que expresaban
heter6logamente el gen mt4a en la raiz (8,5 nddulos por planta) frente a aquellas que no
lo expresaban (plantas control) (5-6 nddulos por planta) (Figura 5). No se hallaron
diferencias significativas entre la inoculacion con las diferentes bacterias (Figura 5). En
exposiciones a 100 uM de Cu, el nimero de nddulos descendié en plantas con raices
transgénicas que expresaban mtda, a aproximadamente, 5 nédulos por planta mientras
que las raices control presentaban 3 nddulos por planta. En este caso las diferencias
fueron debidas a la expresion del gen mt4a, no por la inoculacion con los diferentes
rizobios (Figura 5). Cuando la concentracion de Cu externo alcanzo 200 pM, se observo
una tendencia diferente. Mientras que las raices control tenian 1,5 nddulos por planta,
con ambas bacterias, en las raices que expresaban el gen mt4a si mostraron resultados
distintos en funcién del inoculante utilizado. En aquellas plantas inoculadas con la
bacteria E. medicae MA11 el namero de nddulos fue de 3,75 por planta, mientras que
en las plantas inoculadas con la misma bacteria expresando los genes copAB el nimero

de nddulos aumento se mantuvo en los 6,11 por planta (Figura 5).
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Figura 5. Numero de nodulos por plantas compuestas de Medicago truncatula inoculadas con MA11 o
con MA11-copAB, expuestas a 100 y 200 uM de Cu. Las barras de error muestran las desviaciones
estandar de las medias realizadas sobre un n=20. Las diferentes letras muestras resultados
significativamente diferentes con una p< 0,05

En este caso, la influencia de tres variables sobre la longitud el nimero de nddulos fue
diferente. EIl factor que mas influyé en la nodulacion fue la concentracion de Cu,
disminuyendo en todos los casos drasticamente éste. El segundo factor en influencia fue
la expresién del gen mtda, mejorando la nodulacion en todos los casos. Y por altimo, el
factor con menos influencia fue la inoculacion con MA11/MA11-copAB dando un

mayor numero de nodulos en las plantas inoculadas con la bacteria MA11-copAB.
3. Ensayos de acumulacién de Cu en plantas compuestas de Medicago truncatula.

Tras la medicién de todos los parametros fisioldgicos, las plantas fueron secadas en un
horno a 80°C durante una semana y se analiz6 el Cu acumulado por técnicas de ICP-
IOES (Margui y col., 2005). La cantidad de Cu acumulado fue medido
independientemente en raiz y parte aérea. En ausencia de Cu externo, los valores
obtenidos en acumulacion de Cu fueron practicamente los mismos entre todas las
plantas compuestas, alcanzandose valores de entre 10 y 17 ppm en parte aérea y entre
28 y 38 ppm en raiz. Cuando las plantas compuestas fueron regadas con soluciones de
BNM suplementadas con 100 y 200 uM de Cu, la acumulacion en parte aérea se
mantuvo, en todos los casos, entre 30-48 ppm (Tabla 2A). Sin embargo, la acumulacion
en la raiz de plantas compuestas inoculadas con la bacteria MAL11-copAB fue de 140 a
180 ppm, mientras que las plantas inoculadas con la bacteria MA11 acumularon en raiz
entre 60-85 ppm cuando fueron sometidas a 100 uM, no pudiéndose determinar la
acumulacién en esta condicion a 200 uM debido a la poca biomasa obtenida (Figura
5C) (Tabla 2B).
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Tabla 2A. Acumulacion de la parte aérea de plantas compuestas de Medicago truncatula inoculadas con
MA11 o con MA11-copAB y expuestas a diferentes concentraciones de Cu

pMF2 pMF2+MT | pMF2 | pMF2+MT
Sin Cu externo 17 17 11 10
100 uM Cu 36 43 30 31
200 pM Cu 37 41 42 48

Tabla 2B. Acumulacion de la raices de plantas compuestas de Medicago truncatula inoculadas con
MA11 o con MA11-copAB y expuestas a diferentes concentraciones de Cu

pMF2 PMF2+MT pMF2 PMF2+MT
Sin Cu externo 32 28 38 29
100 uM Cu 61 81 162 185
200 uM Cu n.d n.d 147 155

Estos resultados indican que la asociacion simbidtica doblemente modificada
genéticamente tiene un gran potencial en fitoestabilizacion de Cu. De hecho, el factor de
traslocacién de Cu disminuye en plantas compuestas que expresan mtda e inoculadas
con MA11-CopAB (Tabla 3), lo que significa que estas plantas acumulan e inmovilizan

el metal en las raices, limitando la traslocacion a la parte aérea.

Tabla 3. Factores de traslocacion de plantas compuestas de Medicago truncatula inoculadas con MA11 o
con MA11-copAB y expuestas a diferentes concentraciones de Cu

PMF2+MT PMF2+MT
Sin Cu externo 0,53 0,60 0,28 0,34
100 uM Cu 0,59 0,53 0,18 0,16
200 uM Cu n.d. n.d. 0,28 0,30

4. Medicién de parametros de estrés oxidativo para la comprobacion de la mejora

de tolerancia a Cu en plantas compuestas de Medicago truncatula.
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Para evaluar si la expresion del gen mtda en raices de M. truncatula mejoraba la
tolerancia a Cu cuando estas eran expuestas a diferentes concentraciones de dicho
metal, se midieron una serie de parametros que indican el estrés oxidativo y el dafio a
membranas, como las enzimas antioxidantes (PX, SOD, APX 'y CAT) y la peroxidacion
lipidica (MDA).

Tanto las actividades de las enzimas como la peroxidacion lipidica se midieron en
ausencia de Cu externo (nivel basal) y a las concentraciones ensayadas para la
acumulacién y estudios de nodulacién y parametros fisicos (100 y 200 uM). En
ausencia de suplementos de Cu, s6lo la actividad PX fue ligeramente superior en las
raices que expresaban el gen mtda (Figura 6A). En el resto de las actividades
enzimaticas los registros obtenidos no mostraron diferencias algunas. A concentraciones
de 100 puM, la tendencia fue diferente segin la enzima. En la actividad PX los valores
de actividad obtenidos fueron los mismos para todas las plantas (Figura 6A). En la
actividad SOD, cada valor obtenido fue notoriamente diferente de los demaés, siendo el
mas alto el obtenido por plantas control inoculadas con MA11l (Figura 6B). Para la
actividad APX, los valores se dividieron visiblemente en dos grupos. Los valores mas
elevados correspondieron a las plantas inoculadas con MA11l mientras que los mas
bajos a la inoculadas con MA11-copAB (Figura 6C). Por ultimo en la actividad CAT,
solo fue significativamente superior el valor de raices control inoculadas con MA11l
(Figura 6D). Con respecto a concentraciones de 200 puM, la actividad PX mostré unos
valores claramente mas bajos para raices que expresaban mt4a, independientemente de
la bacteria utilizada en la inoculacion (Figura 6A). En la actividad SOD, solo fue
superior el valor de las raices control inoculadas con MA11 (Figura 6B), mientras que
en la actividad APX todos los valores fueron practicamente similares (Figura 6C). En la
actividad CAT solo el valor obtenido en raices que expresan mt4a inoculadas con
MAZ11-CopAB fue palpablemente inferior (Figura 6D).
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Figura 6. (A) Actividad enzimatica PX de plantas compuestas de M. truncatula expuestas a
concentraciones de 100 y 200 uM de Cu. (B) Actividad enzimatica SOD de plantas compuestas de M.
truncatula expuestas a concentraciones de 100 y 200 uM de Cu. (C) Actividad enzimatica APX de
plantas compuestas de M. truncatula expuestas a concentraciones de 100 y 200 uM de Cu. (C) Actividad
enzimatica CAT de plantas compuestas de M. truncatula expuestas a concentraciones de 100 y 200 uM
de Cu

En general, se puede concluir que los valores mas elevados de las actividades
enzimaticas correspondieron a las plantas control inoculadas con MA11, mientras que
los valores mas bajos correspondieron a las plantas que expresaron mt4a inoculadas con
MA11-CopAB.

La peroxidacion lipidica se midio por el contenido en MDA de las plantas expuestas a
las concentraciones de Cu anteriormente descritas y sin Cu externo como control. En
ausencia del metal, los valores de MDA obtenidos fueron todos aproximadamente los
mismos (Figura 7). Cuando la concentracion de Cu aumenta, los datos se dividen en dos
grupos, de modo que el factor que mas afectd fue la bacteria: las plantas inoculadas con
MAL1-copAB tuvieron los valores mas bajos de MDA. A 100 uM, el mayor valor lo
alcanzaron las raices control inoculadas con MA11l, mientras que las demas, no
obtuvieron valores sensiblemente diferentes (Figura 7). A 200 uM, los valores de las
plantas control inoculadas con MAL11l se mantuvieron en valores similares a los
obtenidos en 100 uM, mientras que las plantas que expresaban mt4a inoculadas con la
misma bacteria, subieron ligeramente el contenido en MDA (Figura 7). Las plantas
inoculadas con la cepa MA11-copAB mantuvieron el mismo valor que alcanzaron en

concentraciones de 100 uM (Figura 7).
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Figura 7. Contenido en MDA en plantas compuestas de Medicago truncatula expuestas a concentraciones
de Cu externas de 100 y 200 pM

Los resultados sugieren que las plantas control inoculadas con MA11 presentaron los
niveles mas altos de peroxidacion lipidica, mientras que el doble sistema tansgénico

present un menor dafio a las membranas.

Debido a que todos estos valores de actividades enzimaticas y peroxidacion de lipidos
por separado no ofrecen una vision global del estrés oxidativo, se propuso un nuevo
indice de estrés oxidativo (OSI). EI OSI se definié como un parametro global que indica
el incremento del estrés oxidativo frente al incremento de concentraciones de Cu
externo. Un valor de 1 en el OSI indica que las raices expuestas tienen un nivel similar
de estrés a las no expuestas (control). Valores superiores a 1 indican un aumento del
estrés oxidativo, incrementandose éste en paralelo con los valores de OSI. En raices
transgénicas control inoculada con MA11, alcanz6 un OSI de 5,59 a 200 uM. Estas
mismas raices control inoculadas con la bacteria transformada mostraron un OSI menor
de 3,61 a 200 uM (Figura 8). Por el contrario las raices que expresaban el gen mt4a, a
200 puM mostraron un OSI sensiblemente mas bajo de aproximadamente 2. Estos datos
sugieren que en las plantas control el estrés producido al aumentar la concentracion de
Cu de 100 a 200 puM, aumenta a un ritmo 14 veces superior al de las plantas que
expresan mtda, y esto es independiente de la bacteria utilizada para la inoculacién
(Figura 8).
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w

100 200
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Figura 8. Indice OSI de plantas compuestas de Medicago truncatula por la exposicion a Cu
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5. Sobreexpresion de los genes ERN y ENOD12 en raices de plantas compuestas de

M. truncatula para la mejora de la nodulacion frente a As.

Con el proposito de evaluar la capacidad de mejora en la nodulacion frente a As, se
generaron plantas compuestas de M.truncatula que expresaban individualmente dos
genes diferentes ERN y ENOD12. Las plantas que expresaban el gen ERN (Figura 9) no
mostraron un aumento notorio en la biomasa de su parte aérea y en el numero de
trifolios en comparacion con las plantas control (transformadas con el vector vacio
pMF2). Sin embargo, en la longitud de raiz si que hubo diferencias visibles entre las
plantas compuestas y los controles debido a que la expresion del gen ERN fue capaz
mantener el crecimiento en la raiz aun en condiciones de toxicidad por el As (Figura
11C y Figura 12). En El nimero de nodulos, no se encontraron diferencias significativas
en el ndmero de nodulos en ausencia de As, mientras que se encontré incrementado
hasta 3 veces en presencia de As (Figura 11E y Figura 12) aunque estos valores no
fueron tan drasticos debido a la heterogeneidad que mostraron las raices transgénicas.
Con respecto a las plantas compuestas que expresan ENOD12 (Figura 11), no hubo un
incremento significativo en los parametros medidos en los tallos (biomasa y nimero de
trifolios) en comparacion con las plantas control. Tampoco hubo diferencias en la
longitud de raiz (Figura 11C y Figura 12). Sin embargo, en este caso la expresion del
gen ENOD12 increment6 hasta 2 veces el nimero de nddulos en plantas sin exponer a

Asy en 10 veces en presencia de éste (Figura 10E y Figura 12).

Figura 11. Expresion de los genes ERN y ENOD12 en plantas compuestas de Medicago truncatula. En la
figura C y D se muestra las plantas compuestas que expresan ERN y en la figura E y F las que expresan el
gen ENOD12. En la figura Ay B estan representadas las plantas control con el vector vacio. Las plantas
se cultivaron en ausencia (A, C, E) o presencia (B, D, F) de As y fueron inoculadas con Ensifer medicae
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MAL1. Las fotos corresponden a plantas 28 dias después de ser inoculadas. Las flechas indican la
posicion de los nédulos
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Figura 12. Parametros de crecimiento y nodulacidn de plantas compuestas de M.truncatula que expresan
o el factor de respuesta a etileno (ERN o (ENOD 12). Se determinaron: nimero de trifolios, biomasa de la
parte aérea y de la raiz, longitud de raiz y nimero de nédulos por planta después de 28 dias de la
inoculacién en presencia o ausencia de As. Los datos son medias de entre 19-25 plantas. Las diferencias
significativas (p< 0.05) estan indicadas con diferentes letras

DISCUSION

Medicago truncatula es junto con Lotus japonicus, el modelo de leguminosas en
investigacion, con una importante contribucion en estudios de biologia de plantas (Rose
y col., 2008). Pero, aparte de proporcionar informacion en biologia basica, existe la
posibilidad de una facil mejora genética de estas plantas abriendo un abanico de
opciones en el campo de la biorremediacion. A la hora de usar leguminosas para la

mejora y biorremediacion de suelos, es importante también determinar el efecto que esa
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contaminacion produce en las interacciones simbidticas (Pajuelo y col., 2008; Lafuente
etal., 2010, 2014).

En este capitulo, se ha examinado la capacidad y viabilidad del uso de Medicago
truncatula como herramienta en biorremediacion de suelos. Para ello, se expresé el gen
mtda, de Arabidopsis thaliana. Para comprobar si la expresion de dicho gen mejoraba la
tolerancia de las plantas compuestas de M. truncatula, se midieron diversos parametros
fisioldgicos y bioquimicos. Con respecto al aspecto visual de las plantas, aquellas que
expresaban el gen se encontraron mas verdes y con una raiz mas robusta y con mas
superficie. Estos resultados se dieron tanto en presencia como en ausencia de Cu
adicional en el medio de riego. Para incrementar la fiabilidad de esta observacion, se
midieron también otros parametros fisioldgicos. Uno de ellos, la longitud de raiz, es
ampliamente usado y aceptado como marcador de toxicidad (Pahlsson, 1989). En
ausencia de Cu adicional en el medio, las plantas compuestas mt4a, mostraron un
incremento en su longitud de raiz con respecto a las plantas control. Este hecho podria
atribuirse a que la sobreexpresién de mtda, produciria una quelacién del Cu como
micronutriente, fomentando el crecimiento de la planta (Fageria y col., 2002). En
condiciones de exposicion a Cu, las plantas que expresaron el gen mt4a mantuvieron su
longitud de raiz. Este efecto fue el mismo al inocular con la bacteria MA11-CopAB. En
condiciones de toxicidad por el Cu, la MT actuaria como quelante del metal y éste
dejaria de estar biodisponible por la que se encontraria limitada su toxicidad. De hecho,
la unién a MTs y acidos organicos son los principales mecanismos de detoxificacion de
Cu, el cual es posteriormente almacenado bien en vacuolas o en la pared vegetal, 0 en
células especializadas como las células epidérmicas o los tricomas (Cobbet y
Goldsbrough, 2002; Hall, 2002; Pilon-Smits, 2005), mientras que en el citoplasma el Cu
estd siempre unido a chaperonas que lo distribuyen a los organulos y metaloproteinas
adecuadas (Yruela, 2005).

El nimero de nddulos por planta, es al mismo tiempo, un parametro importante que se
ve afectado sensiblemente por la presencia de metales como el Cu (Kopittke y col.,
2007). Los nodulos son 6rganos cruciales en la interaccion planta-leguminosa debido a
que es donde se produce la fijacion de N, atmosférico, por lo que una reduccion en su
namero causa un deterioro en la salud de la planta (Rifat y col., 2010). En condiciones
normales de ausencia de suplementos de Cu externo, se observd un incremento del

namero de nodulos en plantas con el gen mt4a con respecto al control. Cuando todas las
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plantas fueron expuestas a Cu, disminuyeron su nimero de nédulos. Pero, mientras que
en las plantas control la reduccion fue de un 80%, en las plantas con el gen mt4a la
reduccion fue solo de un 60%. Esta menor reduccion en el nimero de nodulos podria
ser la razon por la que las plantas mt4a muestran un mejor color y parecen mas
saludables al seguir produciéndose la fijacion de nitrégeno incluso bajo condiciones de

estrés.

Para confirmar el incremento producido en la tolerancia a Cu, debido a la expresion de
mtda, se procedié a medir distintas actividades enzimaticas y otros parametros como la
peroxidacion lipidica de las membranas. EI Cu es un poderoso productor de especies
reactivas de oxigeno (ROS) por la via Haber-Weiss, por la reaccion de Fenton y por la
reduccién de Cu®" a Cu*. También indirectamente por via enzimética al activarse la
polifenol oxidasa, lipooxigensa (LOX) y NADOH oxidasa (Sharma y Dietz., 2008).
Para aliviar estas ROS, las plantas han desarrollado un sistema de defensa antioxidante
que incluye enzimas como SOD, APX, PX y CAT (Mittler y col., 2002). El agua
oxigenada (H20,), es una de las muchas ROS y es ademas un subproducto de la
actividad enzimética de la SOD que es eliminado al convertirlo en H,0 por enzimas
como APX, PX y CAT. Asi que, la medida de estas enzimas es aceptada como un
marcador de estrés oxidativo (Zhou y col., 2007). El noédulo de las leguminosas es un
organo muy sensible a la accion de los ROS porque el estrés oxidativo produce una
bateria de efectos toxicos y como resultado final su senescencia (Puppo y col., 2005).
Todos los valores en las actividades enzimaticas medidas se incrementaron a medida
que se aumentaba la concentracion de Cu externa, alcanzando su valor maximo a 200
MM. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Wang y col., (2011) donde
todas las actividades enzimaticas se incrementaban también debido a la exposicion a
Cu. Centrandonos en la actividad CAT, estos datos obtenidos en el capitulo si eran
iguales a los de Wang y col., (2011) pero sin embargo, contrastaban con otros estudios
como los de Srivastava y col. (2006) y Posmyk y col., (2009), en los cuales se mostrd
un descenso en esta actividad en diversos tipos de plantas cuando se exponian a Cu. Sin
embargo, la forma en que se incrementaba cada actividad en cada condicion no fue la
misma para todas las actividades medidas. Las plantas con el gen mt4a mostraron un
aumento mas suave en cada actividad enzimatica pudiendo ser esto indicativo de
menores sintomas de estrés. Inocular con la bacteria modificada genéticamente

contribuye alin méas a que este incremento sea menor, e incluso en algunos casos, casi ni
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se produzca. Centrandonos en los datos del dafio a las membranas, la peroxidacion
lipidica ya ha sido registrada en otros estudios como en células de Scenedesmus sp. y
de tomate bajo exposiciones a Cu (Tripathi y col., 2006). Este dafio a las membranas se
mide por el contenido en MDA (Panda y col., 2008). Las plantas inoculadas con la
bacteria MA11 alcanzaron casi el doble en contenido en MDA en comparacion con las
plantas inoculadas con MA11-CopAB cuyo contenido en MDA se increment6 de forma

mas ligera indicando un menor dafio a las membranas.

Para concluir y tener una vision global de todos los sintomas de estrés, se ha introducido
un nuevo pardmetro. Se trata del indice de estrés oxidativo (ISO) que pretende unir
todas las tendencias en los marcadores de estrés en respuesta a las concentraciones de
Cu. En plantas con mt4a, alcanzaron valores entre 1,95 y 2. En contraste, las plantas
control tuvieron valores muy superiores entre 3,6 y 5,5. Estos mayores valores de OSI
de las plantas compuestas control sugiere que al expresar el gen mt4a, se traduce en un

incremento de tolerancia al metal.

En relacion a la acumulacion de Cu, este hecho es muy importante en biorremediacion.
En el capitulo anterior se observo que sobreexpresar mt4a en A. thaliana mejoraba
significativamente la acumulacion de Cu tanto en tallos como en raices (Rodriguez-
Llorente y col., 2010). Pero en plantas no hiperacumuladoras, como A. thaliana, altos
niveles de Cu pueden causar toxicidad debido a la inhibicion del aparato fotosintético
(Clijsters y Van Assche., 1985; Yruela, 2005). En otras plantas se ha descrito una
correlacion entre la expresion de genes de MTs y la tolerancia frente a otros metales
como el Zn, Cd, etc. (Maiti y col., 1989; Misra y Gemadu., 1989; Pan y col., 1994 (a,b);
Murphy y Taiz., 1995). En nuestro estudio, no hubo un incremento en la acumulacién
en parte aérea de las plantas, mas bien se produjo una disminucién de la traslocacion a
la parte aérea. Sin embargo, en la raiz, la acumulacion fue se incremento entre 2-3 veces
en plantas compuestas mt4a cuando fueron expuestas a Cu. De esta forma, los mejores
resultados en acumulacion, fueron los obtenidos en plantas compuestas inoculadas con
MA11-CopAB, apoyando la idea del wuso de sistemas combinados de
planta/microorganismos con objetivos de rizorremediacion, ya que, mientras la planta
transgenica mejora su tolerancia y crece en mejores condiciones debido a la expresion
de mt4a, la inoculacién con la bacteria MA11-CopAB mejora la acumulacion de Cu en
la raiz. Los factores de traslocacion mas bajos se consiguieron con el doble sistema

trasngenico, plantas que expresan mtda y bacterias que expresan copAB. En este caso, la
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planta acumula el metal en la raiz evitando su traslocacion a la parte aérea. Es mas, en
los Gltimos afios se han wusado microorganismos resistentes a metales en
biorremediacion ya que estos poseen un alto potencial en alterar la movilidad y la

biodisponibilidad del metal (Rajkumar y col., 2013).

Para confirmar que el sistema de plantas compuestas de M. truncatula es adecuado para
la fitoestabilizacion y biorremediacion de metales pesados, se eligié otro metaloide
toxico como el Asy se crearon plantas compuestas que expresaban en este caso el factor
de transcripcion ERN vy la nodulina temprana ENOD12. Las leguminosas acumulan As
y otros metales preferiblemente en la raiz (Pajuelo y col., 2008, 2011; Reichman, 2007;
El Aafi y col., 2012) y este hecho es muy adecuado para la fitoestabilizacion del metal
(Vazquez y col., 2006; Dary y col., 2010; El Aafi y col., 2012) ya que este se inmobiliza
en la rizosfera de la planta sin producirse la translocacion a los tallos (Méndez y Maier,
2008). La sobrexpresion de ERN se tradujo tanto en una mejora de la nodulacion como
en una disminucion en el acortamiento de la raiz que se produce por la accién del As.
Por el contrario, la sobreexpresion de ENOD12 mejor6 de forma muy marcada la
nodulacion en presencia de As (mas de 10 veces), pero no tuvo ningun efecto en el
crecimiento de la raiz. Con estos resultados podriamos considerar a ERN y ENOD12
como candidatos aceptables para la mejora biotecnoldgica con el fin de mejorar la

tolerancia y la nodulacion bajo condiciones de estrés por As.

Por eso, en términos generales, este capitulo presenta el desarrollo de una nueva
herramienta biotecnoldgica con la asociacion planta/bacteria y todos los beneficios que
ésta ofrece. En suelos contaminados con Cu, las plantas compuestas que expresan el gen
mtda mejoran su estado fisioldgico y crecen en mejores condiciones, aumentando su
nodulacion. Ademas, la inoculacién con la bacteria MAL11-CopAB mejora la
acumulacion del metal y lo estabiliza en el suelo quedando este menos biodisponible y
evitando su entrada en la cadena trofica. Por otra parte, en suelos contaminados con As,
la expresion de ERN en plantas compuestas reduce el estrés de la raiz y restaura
parcialmente la nodulacion en presencia de As sin verse afectada la longitud de la raiz.
La sobreexpresion de ENOD12 resulta en un incremento en la nodulacion muy grande a
cualquier exposicién aungue no se produce tanto alivio del estrés como en el caso
anterior. Por todo esto, los resultados obtenidos en este capitulo daran mas fiabilidad a

posibles estudios de campo donde las leguminosas son un cultivo habitual y apreciado.
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CONCLUSSIONS



1. Overexpression of the metallothionein gene mt4a in vegetative tissues of A. thaliana
at different developmental stages improves metal tolerance, but lead to minor effects on

metal accumulation.

2. Heterologous expression of mt4a gene in roots of composite plants of M. truncatula
improves Cu tolerance and nodulation and decreases oxidative stress. Inoculation with a
genetically modified Sinorhizobium medicae expressing bacterial copper resistance
genes copAB from Pseudomonas fluorescens further enhances Cu phytostabilization

into plant roots and nodules.

3. Transgenic hairy tobacco roots expressing the prokaryotic gene copC from
Pseudomonas fluorescens are able to accumulate extreme Cu concentrations, up to
45,000 pg. g™. Subcellular targeting to vacuole is a good strategy to improve metal

accumulation and to decrease oxidative stress.

4. The expression of the bacterial arsenic pump arsB in the cytoplasmic membrane of
hairy roots does not significantly improve As accumulation, whereas its expression in
the tonoplast leads to significant increases in As accumulation. Strategies such as
phosphate deprivation or desiccation, which induce membrane transporters, allow As

accumulation up to 10,000 pg. g™

5. Concerning gene expression, transcriptomic analysis suggest that, in transgenic roots
expressing ArsB in the plasma membrane, genes involved in the electron transport chain
are highly overexpressed, whereas in those expressing AsrB in the tonoplast, the

glutathione and phytochelatin synthesis pathway was particularly induced.
6. Metabolomic analysis .....................oeeeee.

7. A new parameter to evaluate the oxidative stress has been proposed, which has been
termed Oxidative Stress Index (OSI). The OSI is a global parameter of oxidative stress,
calculated as a prorate average of several stress related magnitudes in relation to their

value in the absence of stress.

8. The values of OSI indicate that the oxidative stress caused by As to hairy roots,

particularly lipid peroxidation leading to membrane damage, is not alleviated by
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expression of the arsB gene, neither in the plasma membrane nor particularly in the

tonoplast.
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